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OZET

Amag: Organ nakli 6ncesinde yapilan immunogenetik testlerden alict ile verici arasindaki
caprazlama testleri organ nakilleri ve Ozellikle de bobrek nakilleri i¢in son derece
onemlidir. Bu ¢alismada kronik bobrek yetmezligi (KBY) tanisi almis hastalarin HLA
allel frekanslari ile en duyarli ¢gaprazlama yontemi kabul edilen Luminex DSA caprazlama
sonuclari1 arasinda bir iliski olup olmadiginin aragtirilmasi amacglanmistir. Bu amacgla,
2015 ila 2018 yillar1 arasinda yapilan 586 hastaya ait Luminex-DSA sonuglari ile HLA

allel frekanslar1 geriye doniik olarak analiz edilmistir.

Yontem: Hasta ve verici adaylariin HLA-A, B, DRB1 doku tipinin belirlenmesi PCR-
SSOP -Luminex yontemi ile (Gen-Probe) Lifecodes HLA kitleri kullanilarak yapildi.
Caprazlama testi i¢in Luminex DSA metodu iireticinin protokoliine gore yapildi. Istatistiki

analizler i¢in SPSS Statistics 23.0 ve Arlequin v3.5.2.2 programlari kullanildu.

Bulgular: KBY hastalarinda HLA-A*02 (%22), A*24 (%16), A*03 (%11), HLA-B*35
(%17), B*51 (%14), HLA-DRB1*11 (%22), DRB1*04 (%18) ve DRB1*03 (%]11) en sik
goriilen alleller olarak saptanmistir. Hastalar ile donoérler arasinda yapilan Lum-DSA XM
testlerinin %14 (n=82)1iniin pozitif, %86 (n=502)'simnin negatif oldugu gorildi.
Istatistiksel analizlerin sonucuna gére, HLA-A*29 (p=0.003), HLA-B*08 (p=0.036),
HLA-DRB1*01 (p=0.001) ve HLA-DRB1*03 (p=0.0384) allelleri ile Lum-DSA XM

arasinda pozitif iliski bulundu.

Sonug: Kronik bobrek hastalarindan elde ettigimiz galisma sonuglarimiza gére Luminex
DSA- XM yontemi ile HLA allel frekansi arasindaki pozitif iliskili allellerin belirlenmesi

literatiire katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: HLA allel frekansi, flowsitometrik cross-match, lenfosit cross-

match, luminex cross-match, organ nakli



ABSTRACT

Objective: Crossmatching as part of the immunogenetical testing is very important prior
to organ transplantation, particularly kidney transplantation. The aim of this study was to
investigate whether there was an association between frequencies of HLA alleles in
chronic kidney disease patients and the results of Luminex DSA crossmatching,
considered to be most sofisticated crossmatching method. For this purpose, results of
Luminex-DSA-crossmatching tests, performed between 2015 and 2018, belonging to 586

patients were retrospectively analysed.

Method: HLA typing of donor and recipient candidates were performed by using PCR-
SSOP-luminex method (Gen-Probe) with Lifecodes HLA kits. For crossmatching,
Luminex DSA method was performed according to manufacturer’s instruction. For

statistical analysis SPSS Statistics 23.0 and Arlequin v3.5.2.2 programs were used.

Results: In CKD patients, HLA-A*02 (22%), A*24 (16%), A*03 (11%), HLA-B*35
(17%), B*51 (14%), HLA-DRB1*11 22(%), DRB1*04 (18%), DRB1*03 (11%) were
determined to be as the most frequent alleles. Luminex DSA XM test results between
donor and recipients were determined to be 14% positive and 86% negative. Statistical
analysis demonstrated a positive correlation between HLA-A*29 (p=0.003), HLA-B*08
(p=0.036), HLA-DRB1*01 (p=0.001), HLA-DRB1*03 (p=0.0384) alleles and Luminex
DSA XM.

Conclusion: Positive relationship between frequency of HLA alleles and Luminex DSA

XM method we observed in CKD patients will contribute to the literature.

Keywords: Frequency of HLA alleles, Lymphocyte cross match, flow cytometric cross-

match, luminex cross-match, organ transplantation
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1. GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), temelinde yatan sebebe bakilmaksizin son ii¢ aydan
uzun siiren objektif bobrek hasari veya glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) 60
mL/dk/1.73 m2’nin altina inmesi olarak tanimlanmaktadir. Glomertiler filtrasyon hiz1 15
mL/dakikanin altina indigi zaman son donem bobrek yetmezligi (SDBY) evresinden séz
edilir (Muller DN, 2002; Lee et al., 2011). Kronik bobrek yetmezligi gelisiminde temel
sorun; bobrek hastaligina yol acan patolojik neden ne olursa olsun, bobrek islevlerinin
geri doniisiimsiiz bir sekilde azalmasi sonucunda hastaligin son donem bobrek yetmezligi
evresine ilerlemesidir. Kronik bobrek yetmezligi tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de
onemli bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir. Tiirk Nefroloji Dernegi (TND) tarafindan
yapilmis olan CREDIT c¢alismasinda Tiirkiye’de eriskin yas grubunda kronik bobrek
yetmezligi (KBY) prevalanst %15.7 olarak bildirilmistir (Levey ve ark., 2007;
Siileymanlar ve Serdengecti, 2011)

KBY’nin diinyada ve iilkemizde 6nemli saglik sorunu oldugu ve sikliginin giderek
artmakta oldugu bilinmektedir (Akoglu E. ve Siileymanlar G., 1996; Foley ve Collins,
2007). TND sonuglaria gore son 10-15 yilda SDBY prevalansinda bes kat, insidansinda
ise iki kat artig gézlenmistir (Stileymanlar ve Serdengecti, 2011). Hastaligin etiyolojisinin
bilinmesi ve erken tanisi, muhtemel komplikasyonlarin 6nlenmesi, hastaligin ileri evrelere
gee¢mesinin geciktirilmesi ve RRT i¢in tam zamaninda hazirlik yapilmasi agisindan ¢ok
onemli oldugu belirtilmektedir (Seyahi ve ark., 2017). Gliniimiizde HLA alleleri ile gesitli
hastaliklar arasindaki iligkilerin arastirilmasi giderek daha fazla 6nem arz etmektedir.
Diinyada ve tilkemizde gesitli hastaliklar ile HLA allelleri arasindaki iliskiyi arastiran bazi
yaymlar olsa da KBY’de HLA allel frekansi ile ¢aprazlama testleri arasindaki iliskiyi
aragtiran az sayida c¢alisma yapilmistir (Kopple, 2001; Chertow, 2003; Chapman ve ark.,
2005; Johnson ve ark., 2013; Giingor T.H., 2017). Calismamizda {ilkemizin en 6nemli
organ nakil merkezlerinden birisi olan Akdeniz Universitesi Organ Nakli merkezine
bagvuran Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda HLA doku gruplariyla Lenfosit Cross-
Match (CDCXM), Flow Sitometrik Cross Match (FCXM) ve Luminex tabanli Donor
Spesifik Antikor (Lum DSA XM) caprazlama test sonuclart arasinda bir iligki olup

olmadigini arastirmay1 amagcladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

2.1.1. Tanim

Kronik bobrek yetmezligi (KBY); National Kidney Foundation-Dialysis Outcomes
Quality Initiative (NKF/KDOQI) tanimlamasina gore; sistemik veya renal hastaliklar
nedeniyle olusan, ili¢ ay ve daha uzun siireli renal hasar sonucu veya glomeriiler filtrasyon
hizinin (GFR) 60 ml/dk/1.73 m2’nin altina diismesi sonucunda bobrek fonksiyonlarinin

geri dontisiimsiiz kaybi1 olarak tanimlanmaktadir (Kopple, 2001).

flerleyici bobrek hasarmin olusum mekanizmasi tam olarak ¢dziilememis, multifaktoriyel-
poligenik hastaliklar grubunda yer alan kronik bobrek yetmezligi hastaligi ¢ok nadiren de
olsa geriye dondiiriilebilmistir (Grone ve ark., 1987). Viicuttaki sivi-elektrolit dengesinin
ayarlanamamasi bunun yaninda bozulmus endokrin ve metabolik faaliyetlerin sonucu
olarak her sistemi etkileyen klinik bir tablonun biitinii KBY nin seyridir. Bu tabloda
KBY ’ne neden olan deformatif faktorler ortadan kaldirilsa dahi bobrek fonksiyonlarindaki
bozulmalar daha da artarak devam eder (Foley ve Collins, 2007; McPhee ve ark., 2010).
Hastaligin ilerledigi donem siiresince nefron sayisi azalir ve saglam kalan nefronlarda da

anatomik ve fonksiyonel degismeler bas gosterir (Finkelstein ve Hayslett, 1979).

Bobreklerdeki hiperfiltrasyon (artmis sivi yiikil), bobrek atardamarlarinda biyolojik
birtakim degisikliklere sebep olur ve bunun yaninda bir¢ok biyolojik etkenin rol aldig1
bobrek dejenerasyonu siireci hizla ilerler (Brenner ve ark., 1996). Bu siire¢ sonunda
glomertiler skleroz ve interstisyel fibrozis ile sonuglanan bir tablo gelisir (Foley ve
Collins, 2007; Johnson ve ark., 2013). Hastaligin seyri ve ortaya ¢ikis nedenleri arasinda
hasta yasi, cinsiyeti, genetik yatkinlik gibi biyolojik faktorlerin yan sira, hipertansiyon,
hastada proteiniiri gelismesi gibi fiziksel olaylar da sayilabilir. Litaratiirde APOLL,
MYH9, UMOD genleri gibi bir¢ok genin hastaligin ortaya ¢ikmasindan sorumlu oldugu
bildiren yayinlar mevcuttur (Beckerman ve ark., 2017). Bagisiklik sisteminin de hastaligin
ortaya c¢ikmasi ve mekanizmasinin agiklanmasinda yadsmmamaz bir rolii oldugu

bilinmektedir (Walker ve ark., 1992). Otoimmiinite sebebiyle ortaya c¢ikan bdbrek



hastaliklar1 ile HLA allelleri arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalar mevcuttur (Simmonds
ve Gough, 2007). Bu caligmalarda ekseriyetle IgA nefropatisi, diyabet bagimli gelisen
bazi1 nefropatiler, yangili bagirsak hastaliklari, glomeriilonefrit gibi bazi bdbrek

hastaliklar1 ve alerjilerdir.

2.1.2. Siniflama

Aslinda bobrek yetmezligi kesin siirlarla ayirmak miimkiin degildir. Literatiirde ve ders
kitaplarinda kesin ayrimlar daha ¢ok 6gretici olmasi amaciyla yapilmaktadir. Giinitimiizde,
fonksiyonel degisiklik derecesine gore hastaligi evreleme Kklinikte ve tedavi

planlanmasinda yararhidir (Kopple, 2001).

Tablo 2.1.2. Kronik bébrek yetmezliginin evreleri (Goolsby, 2002'den modifiye edilmistir)

Evre GFR (ml/dk/1.73 m2) Tammlama

1 >90 GFR normal ya da artms > 90 Bobrek hasar bulgularn
mevcut

2 60-80 Hafif azalmis GFR ile birlikte bobrek hasar1 bulgulari

3 30-59 Orta derecede azalms GFR

4 15-29 Ileri derecede azalms GFR

5 <15/ veya diyaliz Son donem bobrek yetmezligi

Hastaligin ilerlemesiyle GFR<15 evresine ulasan hastalar; hemodiyaliz (HD), periton
diyalizi (PD) ve bobrek nakli gibi tedavilere ihtiya¢ duyarlar. Tedavi segenekleri degisse
de (diyaliz veya nakil) asil hedef hastanin yasam kalitesini ve siiresini uzatmaktir

(Chertow, 2003; Akpolat ve ark., 2007).



2.1.3. KBY Etiyolojisi

Son dénem bobrek yetmezligi hastaliginin etiyolojisinde diabetes mellitus en sik rastlanan
neden olup, bunu hipertansiyon izlemektedir. Ancak, yiiksek hipertansiyon oraninin
primer hipertansif nefroskleroza mi, yoksa tespit edilmemis baska bir nedene bagl olarak
gelisen bobrek hastaligina sekonder mi oldugu tartismalidir (Seyahi ve ark., 2017)

Tablo 2.1.3. 2017 yil1 iginde ilk RRT olarak HD'ye baglayan insidan hastalarin etiyolojik nedenlere gore
dagilimi (Seyahi ve ark., 2017)

n %
Diabetes mellitus 2226 35.87
Tip 1 DM / Type 1 DM 145 2.34
Tip2 DM/ Type 2 DM 2.081 33.53
Hipertansiyon 1.689 27.22
Glomeriilonefrit 421 6.78
Polikistik bobrek hastaliklar 296 4.77
Obstriiktif nefropati 111 1.79
Amiloidoz 109 1.76
Tiibiilointerstisyel nefrit 85 1.37
Renal vaskiiler hastalik 58 0.93
Diger 457 7.36
Etyolojisi bilinmeyen 754 12.15
Toplam 6.206 100.00

Tiirk Nefroloji Dernegi (TND) tarafindan yapilmis olan CREDIT ¢alismasinda
Tiirkiye’de erigkin yas grubunda kronik bobrek yetmezligi prevalanst %15.7 olarak
bildirilmistir (Anderson ve Glynn, 2011).

Renal replasman tedavileri arasinda bobrek nakli tedavisinin hala en iy1 yasam siiresine
sahip tedavi sekli oldugu bilinmektedir. Toplumda goriilme sikligr 1/1000 olan kronik
bobrek yetmezliginin ortaya ¢ikis nedeni de ilgili iilkeye gore farklilik gostermektedir.
Uluslararasi Nefroloji Dernegi tarafindan desteklenen bobrek hastaliklarinin etiyolojisine

ve prevelansina yonelik ¢alismalarda gelismekte olan pek ¢ok iilke bu konuda giivenilir



veriler sunmaktan uzaktir (Coresh ve ark., 2003). Tiirkiye’de 2017 yilinda renal replasman
tedavisine (RRT) ihtiya¢ duyan -¢ocuk hastalar da dahil- son donem bobrek hastaligi
nokta prevalansinin milyon niifus basina 956.7 seviyesinde oldugu bildirilmistir (Seyahi

ve ark., 2017).

2.1.4. Tiirkiye'de Kronik Bobrek Yetmezligi

Tiirkiye’de yapilan ve 2010 yilinda yayinlanan CREDIT ¢alismasinda elde edilen verilere
gore KBY’nin Tirkiye’deki prevalanst %15,7 dir ve hastalarin yasla birlikte KBY
prevalansinin da artig gosterdigi saptanmistir. Altmis yas altindaki hastalarda prevalans
%11,5 iken altmis yas ve lstiinde %38,5’¢ yiikseldigi gosterilmistir. Bu sonuglara gore,
tim tlkede yaklasik 7,5 milyon KBY hastasinin mevcut oldugu tahmin edilmektedir
(Siileymanlar ve ark., 2010)

Tablo 2.1.4. 2017 yili iginde ilk RRT olarak HD' baslayan insidan hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi
(Seyahi ve ark., 2017)

Yas Erkek Kadin Toplam

n % n % n %
0-19 77 0.80 54 0.56 131 1.35
20-44 664 6.86 425 4.39 1.089 11.25
45-64 2.338 24.16 1.458 15.07 3.796 39.23
65-74 1.456 15.05 1.153 11.92 2.609 26.97
>75 1.052 10.87 999 10.32 2.051 21.20
Toplam 5.587 57.74 4.089 42.26 9.676 100.00

2.2. MHC (Major Histocompatibility Complex = Biiyiik Doku Uyum Kompleksi)
1980 yilinda Nobel’le 6diillendirilen bir bulusa imza atan Dr. George Snell ve arkadaslari,
ilk olarak farelerde daha sonra da insanda immiinolojik olarak yadsinamaz bir rolii olan
bir gen kompleksini tanimlamis ve fonksiyonlarini géstermislerdir. Insanlarda ise en giiglii
etkiye sahip olan bolgeye, biiyik doku uyum kompleksi (major histocompatibility
complex=MHC), daha az etkiye sahip olan bdlgeye ise ufak doku uyum kompleksi (mindr
histocompatibility complex= mHC) denilmistir (Snell, 1981; Trowsdale, 1995).



Insanda 6. kromozomun kisa kolunda lokalize olan (6p21.31) bu bdlgeye, HLA (Human
Lokosit Antigen) denmistir. Burasi yaklasik 4000 kilobazlik ardisik bir dizi geni iceren
3,5-4 Mbg¢’lik bir komplekstir. MHC genleri insanlarda bilinen en polimorfik gen
bolgesidir (Houghton, 1994; Choo, 2007)

Sekil 2.2.1. Kromozom 6 HLA Gen Bolgesi

Genomun %0,1" ini temsil eden MHC, 3,8 milyon baz ¢ifti ve yaklasik 400 gen igerir. Bu
genlerden 203 adedinin immiin sistemle ilgili oldugu bilinmektedir (Trowsdale, 1995;
Neefjes ve ark., 2011).

HLA genleri, immiin sistemle ilgili genleri kodladig1 gibi ayni zamanda immiin dist
genleri de kodlar. MHC molekiillerinin (reseptorlerinin) primer gorevi yabanci peptid

antijenlerini T lenfositlerine sunmaktir (Robinson ve ark., 2012).

Altinct kromozomun kisa kolunda yer alan HLA genlerinin kodladig1 proteinler aslinda
hiicre yiizeyindeki trans membran Ozellikli glikoprotein yapisindaki reseptorlerdir.

Mendeliyen kaliim gosteren HLA genleri, mayoz boliinme esnasinda kross-overdan



(parca degisimi) kacarlar. Yavrulara blok halinde aktarilip kodominant olarak ifade
edilirler. MHC, gen iriinlerinin yapisi ve fonksiyonlarindaki farkliliga gore tli¢ bolgeye
ayrilmistir. Bunlar MHC Smif II, MHC Sinif III ve MHC Sinif I seklinde sentromerden
telomere dogru siralanir (Klein ve Sato, 2000; Janeway, 2001; Ugar 2010; Ugar 2011).
MHC Smif II bolgesi HLA DR, DQ, DP, DN, DM, DO lokuslarinin yani sira antijen
islenmesinden sorumlu genler ile ¢esitli psddogenlerini igerir. HLA-DM, TAP1 ve
TAP2’den kodlanan molekiiller antijenin islenip sunulmasinda gorev yaparlar (Esteban
ve Zhao, 2004). MHC Sinif [ bolgesi ise klasik HLA genleri olarak bilinen HLA-A, B ve
C molekiilleri ile HLA-E, F, G gibi klasik olmayan HLA molekiillerini, ¢esitli psddogen
ve gen segmentlerini kodlayan bolgedir (Houghton, 1994; Tinckam ve Chandraker, 2006).
MHC Swmuf IIT bolgesi Sinif I ve Sinif II bolgeleri arasinda lokalize olup klasik HLA
molekiilleri kodlamaz, ancak inflamasyonda son derece Onemli olan C4B, C4A,
Bleferidin, C2, TNF-a, TNF-B ve lenfotoksin (LT) gibi immiin sistemle ilgili diger
molekiilleri kodlar. Ayrica Sinif III bolgesinde immiin sistemele hi¢ ilgisi olmayan 21-
OH, RNA helikaz, kazein kinaz, HSP 70 ve siyalidaz gibi molekiilleri de kodlarlar. MHC
genlerinden sentezlenen ¢esitli proteinler bagisiklik sisteminin diizenlenmesini, viicudun
kendinden olan1 (self) ile olmayan1 (non-self) ayirt etmesini saglar (Ugar ve ark, 2016;
Karakus B., 2017; Houghton, 1994; Daniels ve ark., 2006)

MHC genlerinde ¢ok sayida farkli allellerin bulunmasi ve bu allellerin yiiksek polimorfik
yapida olmalari, MHC molekiillerindeki gesitliligi artirir (Roberts, 2009). Bu c¢esitlilik,
global ve oliimciil bir enfeksiyon tehdidi durumunda bile yasamaya devam edecek bazi
bireylerin hayatta kalmasini saglamis olur (Abbas ve Janeway, 2000; K. Abbas, 2007).
HLA doku tipleme testleri giiniimiizde transplantasyon amagli (kemik iligi nakli ve solid
organ nakli) olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bundan bagska hastaliklarin ayirici
tanisinda, adli tipta, tekrarlayan diisiiklerde, farmokogenetik amagli, preimplantasyon
genetik tani, populasyon genetigi vb. alanlarda da kullanilmaktadir (Ugar F. ve ark., 2011,
Ugar F. ve ark., 2012).
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Sekil 2.2.2. Fare ve Insan Karsilastirmali MHC Lokusu (Kumbala ve Zhang, 2013)

2.3. MHC molekiilleri HLA Simif I Yapisi

Insanlarda ilk defa 16kositlerin yiizeyinde gdsterildigi i¢in insan 16kosit antijenleri (human
leukocyte antigen; HLA) olarak isimlendirilmistir (Trowsdale, 1995). MHC molekiiler
yap1 ve fonksiyon olarak birbirlerinden farkli olup ii¢ lokusta incelenirler. Bu lokuslardan
ifade edilen molekiiller tam bir dogrulukla kendinden olani ve olmayani ayirt etme
yetenegine sahiptirler. Kendinden olmayana karst duyarli oldugu, yabanci organ ve

dokularin rejeksiyonunda rol aldigi bilinmektedir (Trowsdale, 1995; Choo, 2007).

Sinif 1 molekiilleri (HLA A, B, C) glikoprotein yapisinda tiim gekirdekli hiicrelerin
yiizeyinde bulunurlar. Olduk¢a polimorfiktirler. Monomer yapidadirlar, 45 Kd’luk al, a2

ve o3 alt birimlerinden meydana gelirler.

Smif 1 molekiillerinin gérev yapabilmesi icin aslinda bir akut faz reaktanti olan 15.
kromozomdan kdken alan 12 Kd’luk B2 mikroglobiilin gereklidir. Siif I molekiilleri viriis
ve protozoon gibi endojen antijenleri CD8 + Tc lenfositlere sunarlar. Sinif I molekiilleri
9-11 aa’lik kiigiik sikisik peptidleri tanirlar (Bjorkman ve ark., 1987; Kazansky, 2008;
Van Den Elsen, 2011).

Smif I molekiillerinin dordiincii bdlgesi ise sitoplazma icerisine giren 30 aminoasitlik

intrastoplazmik kismudir. Bu kisim biitiin HLA smif I tiplerinde korunmus olsa da



molekiiliin degiskenlik gosterebilen kisimlarindan biridir. Bu kisimin fosforilasyonu,
transpeptidasyonu molekiiliin diger hiicre i¢i proteinlerle iletisimini saglarken, bazi
kisimlarin delesyonu da HLA Sif I molekiiliin internalizasyonunu 6nler (Goldsby,

2003). Mayis 2019 itibariyle 16.200 ¢esit HLA Sinif I allelleri belirlenmistir.

HLA Class |

-Tum ¢ekirdekli hucrelerin yuzeylerinde
ekprese edilir

Ekstraseliiler alan

sitosol

COOH
exon 1 2 3 4 5 6 7 8
protein ) . . y
domain L o o v ™ cYT 3T

Sekil 2.3. HLA Smuf I Yapis1 (Marsh ve ark., 2010)

2.4. MHC molekiilleri HLA Simif IT Yapis1
Smif II HLA molekiilleri (reseptorleri), non-kovalent bag yapisiyla bir arada tutulan o ve
B’dan miitesekkil iki adet transmembran glikoprotein zincirinden olusan heterodimerik

yapilardir (Janeway ve ark., 2004)
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Sekil 2.4.1. HLA Siuf IT Yapis1 (Marsh ve ark., 2010)

Sinif I MHC molekiilleri, Siif I molekiillerinden farkli olarak benzer biiytikliik ve yapiya
sahip a (24-32 kDa) ve B (29-31 kDa) zincirlerinden olusur. Birbirlerine non-kovalent
baglarla baglhdirlar (Esteban ve Zhao, 2004). Bu zincirler al, a2, B1, B2 olacak sekilde
her zincir birer loplu yapidadir. 02 ve B2 domainleri molekiiliin hiicre memraniyla
baglantisini saglayan globiiler yapilar olup peptit baglanmasinda rol oynamazlar (Ugolini
ve Vivier, 2000). a2 kivrim1t MHC-HLA ile antijenin baglantisin1 gii¢lendirir ve stabilize
ederken, B2 kivrimi MHC-HLA molekiiliiniin T hiicre ko-reseptorii ile olan CD4’e
baglanma bdlgesini olusturur. Membranin distaline yerlesen ve polimorfik bir yapiya
sahip olan al ve B1 ise eksojen peptidleri sunar (Consortium, 1999; Karakus, 2017). MHC
IT molekiilleri fagosite edilen bakteri peptidlerini isleyerek CD4+ yardimci T hiicrelerine
sunarlar, bunun sonucunda bir immiin yanit olusur (Petersdorf, 2008). Sinif II molekiilleri,
siif I molekiillerinden farl1 olarak uglar1 agik yapidadirlar ve bunun sayesinde de 30 aa'lik
bliylik peptidleri baglayabilirler. Molekiiliin hiicre memranini kat eden 25 aa'lik bir
hidrofobik kismi ile sitoplazma igerisine uzanan kisa bir hidrofilik uzantis1 vardir.
Hidrofilik bu uzanti Sinif II molekiillerin hiicre i¢i dagilimlarin1 ve diger molekiillerle
iligkilerini belirlemede rol oynar (Piertney ve Oliver, 2006). HLA-DR, HLA-DP, HLA-
DQ antijenleri sinif I HLA antijenleridir. Baslangi¢cta HLA-D olarak adlandirilmis, daha
sonra farkli antijenler bulununca D ile ilgili anlaminda HLA-DR (D-related) antijeni
denmistir (Marsh ve ark., 2010). Kisaca Sinif II molekiilleri (HLA DR, DQ ve DP) de
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glikoprotein yapili B lenfosit, aktive T lenfosit, monosit, makrofaj, dentritik hiicreler vb.

yiizeyinde yer alirlar. Sinif II molekiilleri eksojen bakteriler, helmint ve protein kaynakli

eksojen antijenleri CD+ TH lenfositlere sunarlar. Fagositoz i¢in ¢ok 6nemli olan siif 11

molekiilleri 10-30 aa’lik biiyiikliikte peptidleri sunarlar. May1s 2019 itibariyle 6.162 farkli

HLA Sinif II allelleri belirlenmistir.

a1 Helix

3-Pleated sheeat

,_{
o~ -
,\-‘\ a2 Helix

Sekil 2.4.2. HLA ile Peptid baglanan golgesi (Klein ve Sato, 2000)
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2.5. HLA Genlerinin Kalitinm ve Hastahk iliskileri

2.5.1. Kodominant Kalitim

HLA genleri kodominant olarak ekprese edilen genlerdir. Hem anneden hem de babadan
gelen HLA lokusundaki her iki allel birlikte eksprese edilir. Basit Mendel kalitimina gore
2 kardesin 2 haplotipinin birden ayni olma sans1 %25, bir haplotip ortak olma sans1 %50,
tamamen farkli haplotip olma sans1 %25°dir (Shiina ve ark., 2009; Abbas ve ark., 2014).

chromosome 6 from father

. B2
mikrogl.

~.. MHC

3 Chromosome 15

chromosome 6 from mother
Sekil 2.5.1. HLA Kodominant gen ekpresyonu (Relle ve Schwarting, 2012)

HLA Linkage Disequilibrium (baglanti dengesizigi) enfeksiyonlarla miicadelede dnem
kazanmaktadir. Bazi Smif I ve II allelleri yabanci organ, doku ve organizmalar ile
miicadelede daha etkindirler. Daha 6nce hi¢ karsilagilmamis yeni bir patojen antijenlerine
sunulma olasilig1 artar ve canlinin/popiilasyonun yok olmasi onlenmis olur. Baglanti
dengesizligi; rastlantisal olarak ciftlesme sonucu beklenen bireylerdeki HLA nin genetik
lokusunda bazi allerin beraber bulunma sikliginin, her iki allellin populasyonda beraber
bulunma sikligmmin carpimina esit olmast durumuna verilen tamimlamadir. Bu
kombinasyonlarin bazilar1 beklenen sikliktan daha fazla gozlenmektedir (Trowsdale,

1995; Piertney ve Oliver, 2006; Ugar 2012; Ugar 2016).
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2.5.2. HLA ve Hastalik fliskileri

Toplumdaki genis HLA gen havuzu ile iliskili oldugu diisiiniilen hastaliklarla ilgili pek
cok calisma yapilmistir (Ucar 2011; Ugar 2016). Yapilan bunca ¢alismalarin asil amaci
tedavi planlamak ic¢in hastalifin molekiiler patogenezini aydinlatmaktir. Daha ¢ok
otoimmiin hastaliklarin HLA ile iligkili oldugu ¢esitli yaymlarda gosterilmistir. Bunun
yani sira alerji ve inflamatuar bagirsak hastaliklariin da HLA ile iliskili oldugu

aciklanmistir (Dausset ve Soulillou, 2004; Abbas ve ark., 2014).

Giliniimtizde farkli HLA allelleri, Ankilozon Spondolit (AS), Romatoid Artrit (RA),
Behget Hastaligi, Colyak Hastaligi gibi hastaliklarin tanisinda sik¢a kullanilmaktadir.
Ayrica HLA B’den farmokogenetik olarak faydalanilmaktadir. HLA B*5701 allelini
tastyanlarda abacavir ilaci toksik etki yapar. Bu nedenle HLA-B*57:01 allelini tasiyan

AIDS hastalarinda HIV tedavisi igin abacavir yerine bagka bir antiviral ila¢ kullanilir.
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Hastahk
Ankilozan spondilit
Rheumatoid arthrit
Behget hastahign
Systemic lupus erythematosus

Insulin-dependent (type 1)
diabetes mellitus

Narcolepsy
Coehiac hastahgi

Multiple sclerosis

Birdshot retinochoroidopathy
Hodgkin’s hastalig
Idiopathik hemokromatoz
Konj. Adrenal hiperplazi
Subakut thyroiditis
Myasthenia gravis

Graves hastalig

Idiyopatik addison

Psoriasis vulgaris

Dermatitis herpetiformis

Tablo 2.5.3.2. HLA ile iliskilendirilen ¢esitli hastaliklar

HLA alleli
B*27
DRBI1*04
B*51
DRBI1*03

DRB1*03, DRB1*04,
DQB1*02

DRB1*02, DQB1*06

DQB1*02, QB1*03,
DRB1*03

DRB1*02
A*29

A*01
A*03, B*14
B*47

B*35
DRB1*03
DRB1*03
DRB1*03
C*06

DRB1*03

Relatif Risk

87.4

42

38

58

6.4

53

10.8

4.1

109.0

1.4

8.2

15.4

13:7

2.5

37

6.3

133

15.4
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2.6. Transplantasyon Amach Immiinogenetik Testler
Organ nakillerinde dncelikli hedef alict ve verici arasinda immiin bir reaksiyon sonucu
greft reddinin yasanmamasidir. Greft reddinde etkin olan hiicreye ve immiin yanitin

mekanizmasina gore;

1. Hiicresel Immiin Yanit
2. Hiimoral Immiin Yanit seklinde iki farkli immiin yanit séz konusudur.

Bu yanitlar neticesinde organ reddinin klinik seyri ve siiresi goz ontine alinarak;
1) Hiperakut rejeksiyon
2) Akut Rejeksiyon

3) Kronik Rejeksiyon olarak i¢ alt baslikta degerlendirilir.

Muhtemel bir organ reddi riskinin taranmasi ve nakil klinigine 6n bilgi vermesi agisindan
organ nakli dncesi alic1 ve vericisi arasinda immiinolojik ve genetik farkliligin ve bu
farkliligin derecesinin ortaya konmasi i¢in ¢esitli immiinolojik ve genetik testler yapilir.
Bunlar; Kan Grubu Antijenleri, Doku Grubu Antijenleri (HLA), Panel Reaktif Antikor
(PRA), Lum DSA XM (Luminex tabanli Donér Spesifik Antikor), Cross-match testleri
(Kompleman bagimli sitotoksisite (CDC) ve Flow Sitometrik Cross Match (FCXM)’ dir.

2.6.1. Kan Grubu Antijenleri

Alici-verici arasindaki ABO uyumsuzlugu kalp ve bobrek greftlerinde hiperakut
rejeksiyona yol acabilir. Bu antijenler sadece eritrositler iizerinde degil damar endotel
hiicreleri tizerinde de ekprese oldugundan bobrek ve kalp greftlerinde oldukca fazla
eksprese edilirler. Endotelyumda ekspresyonu olmayan Rh faktorii ise ABO kan grubu

antijenleri kadar 6nemli degildir.
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2.6.2. Doku Grubu Antijenleri (HLA)

Bobrek transplantasyonunda alici-verici arasindaki MHC uyumu uzun dénemde organ-
greft fonksiyonu ve sag kalimi i¢in gereklidir. Biiyiik doku uygunluk kompleksi (MHC)
genleri, transplant antijenleri HLA-A, B, DR'yi kodlar. Sinif IT antijenleri bobrek naklinde
uzun greft yasami agisindan Sinif I antijenlerine gore daha onemlidir (Lamb ve ark.,
2011).

2.6.3. Panel Reaktif Antikorlar (PRA)

Daha once kan transfiizyonu, gebelik veya Onceki nakiller gibi etmenlerle vericinin
antijenlerine kars1 alicida olusan antikorlardir. Nakil oncesi alicinin verici antijenlerine
olan bu duyarlanma belirlenip orani saptanir. Yiiksek duyarlanma orani organ nakli alici

adaylarinin daha uzun siire kadavra listesinde beklemeleri demektir (Jordan ve ark., 2004).

2.6.4. Kompleman Bagimh Sitotoksik Cross Match (CDCXM) Testi

Lenfosit cross-match, DSA’y1 belirlemek i¢in kullanilan en eski temel immiinogenetik
yontemdir. Daima vericinin lenfositleriyle hastanin (alic1) serumu arasinda bir reaksiyon
olusup olusmayacaginin floresan mikroskopta gozlendigi ve naklin basarisini artiran en
temel parametredir. Kompleman bagimli sitotoksisite, elde edilen dondr lenfosit (T, B)
hiicreleri ve alici serumu karsilastirma sonucunda olusan sitotoksisiteyi eklenen

kompleman ilavesiyle tesbit etme prensibine dayanur.

2.6.5. Flow Sitometrik Cross Match (FCXM) Testi

FCXM, s1v1 faz bir ortamda vericinin T ve B lenfositlerin ayrilarak alicinin serumu ile
muamele edilerek, hastada vericinin antijenlerine kars1 IgG tipi anti-HLA antikoru olup
olmadigimmin belirlendigi indirekt immiinflorasan isaret kullanan ¢apraz karsilagtirma

testidir.

2.6.6. Lum DSA XM (Luminex Tabanh Donor Spesifik Antikor) Testi

Dondr Spesifik Antikorlar; vericinin antijenlerine karsi alicinin serumunda daha 6nceden
olusmus anti-HLA antikorlaridir. HLA doku grubu uyumsuz trasplantasyonlarda vericiye
0zgii donor spesfik antikorlarin gelisimiyle sonucglanan bir siirectir. Organ nakli 6ncesi
donor spesifik antikor tarama testi olusabilecek bir hiperakut rejeksiyonu dngdérmemizi

saglar.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Calisma Gruplan

Tez konusu olan calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan (588/2018) onaylanmistir. 2015-2018 tarihleri arasinda Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dal1 ve Prof. Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ
Nakli Merkezi polikliniklerinde KBY tanis1 almis 586 hastanin EDTA’1 periferal kan
orneklerinden izole edilen DNA’larindan HLA doku tipleme testleri yapildi. Ayrica
hastalarin organ nakli hazirlik testleri luminex ortaminda Panel reaktif tarama ve
tanimlama antikor testleri ¢alisildi. Vericiler ile hastalar arasinda en az iki farkli cross-
match testi (CDCXM, FCXM ve Lum-DSA XM) yapildi. HLA alleleri ile iligskinin olup
olmadigiin belirlenmesinde kontrol grubu olarak her bir cross-match testinin negatif
sonuclu olanlari secildi. Calismalar, Akdeniz Universitesi T1ip Fakiiltesi Hastanesi Doku
Tipleme Laboratuvari’nda yapildi. Calisma grubunda degerlendirilen hastalarin Akdeniz
Universitesi Nefroloji bilim dali ve organ nakli biriminde bulunan 6gretim iiyeleri
tarafindan klinik tetkik ve muayeneleri yapilmistir. Kronik bdbrek hastalar1 igin
bilgilendirme dosyalari olusturularak, yas, cinsiyet, aile ve akrabalari ile ilgili demografik

bilgiler uzman hekimler tarafindan dosyalarina kaydedildi.

3.2. Komplemana Bagimh Sitotoksik Lenfosit Cross-Match (CDCXM) Teknigi ve

Gerekli Malzemeler

3.2.1. CDCXM Test Metaryalleri

RPMI 1640, L-Glutaminli 1X (RPMI) Stemcell, Lonza: Hiicre besi ortamidir. Seker,
amino asit, tuz Kalsiyum ve Magnezyum gibi maddeleri igerir. Uriin stabilite sartlari
tiretici firma tarafindan belirlenir. Orijinal rengi olan giil kurusu renginde herhangi bir
degisiklik veya soliisyonda bir bulaniklik olusmus ise bu malzemenin kontamine
oldugunu gosterir. Kullanilmamasi ve yenisiyle degistirilmesi gerekir. 2-6 °C' de buz

dolabinda saklanir.
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Fosfat Tamponu 1X (PBS) Sigma Aldrich: 50 mL 10X’lik (kalsiyum ve magnezyum
icermeyen) PBS’e 450 mL dH2O eklenir. Optimum pH 7,4 olmalidir. 2-6 °C’de 6 aya

kadar saklanabilir.

Histopaque-1077 Hiicre Ayirma Soliisyonu (Biochrom): Lenfosit izolasyonunda

kullanilan ayirma soliisyonudur. 2-8 °C’de saklanir.

Parafin Oil: Steril gelen terasaki plaklarinda test kuyularinin igini kaplayarak Cross-
match reaksiyonu i¢in uygun bir havasiz aski ortami olusturur. Bu islemle ayn1 zamanda

reaktiflerin de ugmasi engellenmis olur. Malzeme oda 1sisinda saklanabilir.

Fluoroquench Boya (Ethidium Bromide & Acridine Orange) One Lambda: Ticari
olarak firmadan temin edilir. Kompleman aktivitesi sonucu memranlarinda delik agilan
lenfosit hiicrelerinin igine girerek niikleer metaryali boyar. Karanlikta ve 2-8°C’de

saklanabilir.

Dithiothreitol (DTT) Sigma: 0,3086 g DDT’ye 10 mL 1X PBS ilave edilir ve pH 7-8’¢
ayarlanir. 200 pL’lik alikotlara ayrilarak -80°C’de saklanir. 4 aya kadar kullanilabilir.

Tavsan Komplemam (Bio-Rad): Liyofilize gelen tavsan komplemani hizlica 37 °C su
banyosunda hafifce dondiiriilerek ¢ézdiiriilmeli ve ¢oziiniir ¢coziinmez hemen kullanilmali

veya alikodlanarak firmanin 6nerdigi sartlarda sicaklik sartlarinda saklanmalidir.

Negatif Kontrol Serumu: Saglikli AB kan grubu bireylerin serumundan panel reaktif
taramasi yapilarak veya PRA sonucu negatif hasta serumlarindan negatif kontrol icin

ayrrdigimiz serumlari kullaniriz.

Pozitif Kontrol Serumu: Bu serum HLA antijenlerine kars1 alloimmiinizasyon gdsteren
farkli bireylerden alinip toplanmis serum karigimidir. PRA’s1>%85 serum 6rneklerinden

karisim yapilarak alinir, 2-8°C arasinda saklanir.

3.2.2. CDCXM Test Yontemi
Komplemana Bagimli Sitotoksik Lenfosit Cross-match yonteminde kullanilacak Terasaki
plaklar1 s1v1 parafin oil'le kaplanarak ve plaklar daha sonra siiziilerek plaktaki fazla parafin

alindi. Calisma i¢in pozitif ve negatif kontroller eklendi. Hamilton pipetleriyle 1’er

18



mikrolitre hasta serumlar1 ve hasta DTT'li serumlar1 plaklara dagitildi. Daha 6nce cross-
match i¢in kullanilacak verici hiicreleri periferal kan, lenf nodu veya dalaktan histopaque-
1077 veya fikol ile prosediiriine uygun olarak izole edildi. Elde edilen T ve B lenfositler
3 kere 2500 rpm de yikandiktan sonra 1640 RPMI soliisyonu ig¢indeki lenfosit
stispansiyonlar1 hasta serum/hasta DTT'li serum igeren kuyularin her birine 1pul dagitildi.
Plaklardaki hasta serumu ve verici hiicreleri oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Tiim
kuyucuklara kompleman soliisyonundan 5’er pl dagitildi ve 60 dk inkiibe edildi. Sonra
her kuyucuga hamilton pipet yardimiyla 5 pl Ethidium Bromide/Acridine Orange boya
karisimindan dagitild;, 10 dakikalik inkiibasyondan sonra Fluoresans inverted

mikroskopta plaklar incelenerek sonuglar analiz edilip yorumlandi.
3.3. Flow Sitometri ile Lenfosit Crossmatch yontemi (FCXM) ve Test Metaryalleri

3.3.1. FCXM Test Metaryalleri
Negatif Kontrol Serumu: Saglikli AB kan grubu bireylerin serumundan panel reaktif
taramasi1 yapilarak veya PRA sonucu negatif hasta serumlarindan negatif kontrol igin

ayrilan serum Ornekleri kullanildi.

Pozitif Kontrol Serumu: Bu serum farkli bireylerden alinmig HLA antijenlerine karsi
alloimmiinizasyon gosteren serum karigimidir. PRA>%85 serum 6rneklerinden alinir, 2-

8 °C arasinda saklanir.

CD3-PerCP Monoklonal antikoru (Biosciences): Tam kandan izole edilen lenfositlerde
T hiicrelerinin memraninda bulunan CD3 antijenine 6zgii monoklonal antikorlardir.

Floresan PerCP isaretini tasir. Uretici firmanin nerdigi sicaklikta ve karanlikta saklanir.

CD19-PE Monoklonal Antikoru (Biosciences): Tam kandan izole edilen lenfositlerde
B hiicrelerinin memraninda bulunan CD antijenine 6zgii monoklonal antikorlardir.
Floresan PE (Fikoeritrin) isaretini tasir. Uretici firmanin dnerdigi sicaklikta ve karanlikta

saklanir.
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IgG-FITC F(ab’)2 (Jackson Immuno Research): Memrana spefisik antikorlara
baglanarak total lenfosit solibl ortamindan T lenfosit-B lenfosit populasyonunu
ayirmamizi saglar. Floresan FITC isaretini tasir. Uretici firmanmn 6nerdigi sicaklikta ve

karanlikta saklanir.

Fikol-Histopaque 1077 Ayirma Soliisyonu (Biochrom): Tam kandan lenfosit
izolasyonda kullanilir. Gradient esasina gore partikiilleri ayristirici soliisyondur. Ticari

olarak satin alinir. Uretici Firmanin dnerdigi sicaklikta saklanir.

Fosfat Tamponu 1X (PBS) Sigma Aldrich: Kimyasallarin1 kullanarak stok soliisyonlar
seklinde hazirlanir Ph 7,4 olarak ayarlanir veya ticari olarak hazir toz seklinde alinip 1
litre suda ¢ozerek kullanilir. Hiicre canliliginin korunmasi amaciyla yikama agamalarinda

kullanilir. 2-6 °C *de 6 aya kadar saklanabiliriz.

RPMI 1640, L-Glutaminli 1X(RPMI) Gibco-Lonza: 2-6 °C ’de saklanir. Stabilite

tiretici tarafindan belirtilir. Solid doku (dalak, lenf nodu) izolasyonunda kullanilir.

FBS (Fetal Bovine Serum) Biological Industries: Yikama asamasinda belli bir oranda

yikama soliisyonuna ilave edilerek kullanilir. Ticari olarak temin edilir. Alikodlanarak, -

20 °C 'de sicaklikta saklanir.

Cell Wash Soliisyonu (BD): Testin yikama asamalarinda kullanilir. Ticari olarak satin

alinir. Oda 1sisinda saklanir.

3.3.2. FCXM Test Yontemi

FCXM i¢in kullanilacak hiicreler, tam kandan lenfosit izolasyonu iglemine gére PBS ile
1/1 oraninda seyreltilmis heparinize kan, 3 ml lik fikol bulunan polisitren konik tiiplere
yavasca ylklendi. Tiplerin 1600 rpm de 30 dk veya 1800 rpm’de 20dk santrifiij sonrasi
olusan bulanik halka seklindeki lenfosit tabakasi pastor pipet yardimiyla yeni tiiplere
alind1. Bu hiicreler 2500 rpm de total hacim 9cc olacak sekilde PBS ile yikandiktan sonra
%10’luk FBS ile sayis1 ayarlandi, daha sonra multiwell plate'a her bir hasta negatif,
pozitif, oto, cross ve diliisyon 6rnekleri i¢in ilgili lenfosit soliisyonundan 100'er pl ilgili
kuyulara eklendi. 3 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi. Multiwell plate hizla dokiilerek dipte

¢Okmiis olan hiicrelerin {izerine ilgili serumlar eklenerek 4 °C 'de 30 dk inkiibe edildi.
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Bu arada her bir hasta i¢in

15 ul CD3

15 ul CD19

3.5 ul F(ab')2

155 pl Cell Wash

Hesaplanarak bir master mix hazirlandi. Kullanilacagi test adimina kadar karanlikta
saklandi1. Inkiibasyondan sonra hiicreler, 1 kez 100 pl FBS’li yikama soliisyonuyla
yikandiktan sonra 2 kez daha 200 ul FBS’li yikama solusyonuyla bir 6nceki adim tekrar
edildi. Toplam ii¢ yikamanin sonunda hazirlanan ve karanlikta bekletilen antikor master
mixten her bir kuyuya 185 pl olarak dagitildi. 4 °C 'de 20 dk karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi plate 3 dk 3000 rpm'de santrifiij edilerek siipernatant kismi atild1. Plate
tekrar 200 pl yikama soliisyonu ekleyerek bir 6nceki islem aynen tekrarlandi. Daha sonra
ornek kuyularina 150 pl FBS'li yikama soliisyonu eklendi. Onceden 450 pl FBS'li yikama
sollisyonu eklenmis ve test etiketi olusturulmus ilgili flow tiiplerine alindi. Flow Sitometri

cihazinda okuma yapilarak kanal kaymasina gore sonuglar yorumlandi.

3.4. Luminex Cross-Match (Donor Spesifik Antikor=DSA) Testi ve Test
Metaryalleri

3.4.1. Lum-DSA XM Test Materyalleri

Yakalama Boncuklari: Sinif T glikoprotein veya sinif II glikoprotein igin spesifik
monoklonal antikorlar ile konjuge edilen bead karisimini ve 5 kontrol boncugu igerir.
Boncuk saklama tampon soliisyonu NaCl, Tween 20, Na azide, BSA igeren fosfat tabanl

bir tampondur. Tamponun 3 saatten fazla 1s1ga maruz kalmamasina 6zen gosterilmelidir.

Karanlikta 2°C-8°C’de saklanmalidir.

Konsantre Konjugat: 10X tampon ¢ozeltisi seklinde ke¢i anti human IgG-PE’dir. NaCl,
Tween 20, ProClin 300, BSA igerikli fosfat tabanli tamponda saklanir.

SAPE Cozeltisi: 10X stok soliisyonu seklinde; NaCl, Tween 20, ProClin 300, BSA iceren
fosfat tabanli tamponda PE ile konjuge edilmis streptavidin’dir. Tamponun 3 saatten fazla

1518a maruz kalmamasina 6zen gosterilmelidir. Karanlikta 2°C -8 "C’de saklanmalidir.
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Lenfosit Lysis Soliisyonu: 10X stok soliisyonu seklindedir. Non-iyonik deterjan ve Na

azid igeren tristampon soliisyon 2°C-8°C’de saklandi.

Specimen Diluent (Sulandirma Soliisyonu): BSA, fare serumu ve Na azid igeren PBS

soliisyonudur. Kullanim aninda hazirlanmali ve karanlikta 2°C-8°C’de saklandi.

Lizat Kontrol Reaktifi: 10X stok soliisyon seklindedir. Siif I ve Il HLA antijenlerine

spesifik biotin’le isaretli insan antikordur.

Boncuk karisimi: Kontrol boncuklarini igerir. Asil hedefi test arka plan Kkirliligini

goriintiilemek ve uygun konjugatin kullanildigini teyit etmektir.

3.4.2. Lum-DSA XM Test Yontemi

Deney icin gerekli yikama soliisyonlart buz dolabindan oda sicakligina ¢ikarilarak (20-
24°C) deney hazirligina baslandi. Her bir test kuyusu i¢in 8 pl lizat ve 5 pl boncuk
gereklidir. Total deney i¢in; kurutulmus Lenfosit Kontrol Lizat1 (LMDCR) i¢in; 1 kuyu
Lizat Kontrol Reaktifi’'ne (LMLCR), 1 kuyu Pozitif Kontrol Serumu (LMPC)’na ve 1
kuyu da Negatif Kontrol Serumu (LMNC) seklinde kontrol kuyulari hazirlandi. Hasta test
serumlart i¢in ise; 1 kuyu Lizat Kontrol Reaktifi (LMLCR)’ ine ve 1 kuyu da lizat ile test
edilecek her bir serum i¢in ayirildi. Lizat ve boncuklar eklendikten sonra karanlikta, oda
sicakliginda 200 rpm hizla donen bir rotator lizerinde 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Test kuyular1 hesaplanarak gerekli toplam hacimde seyreltilen LMLCR hazirlandi. Her
bir test kuyusu i¢in 50 pl seyreltilmis LMLCR gereklidir; (her verici ve kontrol lizati 1
tane). Seyreltilmis LMLCRyi hazirlamak i¢in kullanilan her kuyu basina 5 pl LMLCR’yi
45 wl kitle gelen sulandirma soliisyonu eklendi. Hazirlanan bu konjugat karisimi
kullanilana kadar oda 1sisinda karanlikta tutuldu. Sonraki test adimi i¢in kullanilacak
filtreli plaktan test i¢in ayrilan kuyular 100-300 pl distile su ile 1slatilarak 2-5 dakika sonra

vakumlandi.

30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda kuyulardaki ornekler ve kontroller lizerine Wash
Buffer (yikama soliisyonu) Boncuk/Lizat karisimina eklendi. Her bir test kuyusu ve olasi
kayiplar i¢in bir fazladan 42 pl yikama soliisyonu hesaplandi. Karisgim 30 saniye

vortekslendikten sonra, o lizat i¢in ayrilmis kuyulara dilue edilmis ilgili Boncuk/Lizat
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siispansiyonundan 55 pl dagitildi. Uzerlerine her kuyu i¢in 100 ul yikama soliisyonu
eklendi. Plakta hava kabarcig1 varsa hafifce yandan vurularak alindi ve daha sonra aspire
edildi. Sonraki yikama islemi 250 pl yikama soliisyonu eklenip aspire edildi. Bu 250 pl
yikama basamag 2 kez daha tekrarlandi. Onceden hazirlanip karanlikta bekletilen dilue
edilmis LMLCR 50 pl plak dizilim ¢izelgesine gore kararlastirilan kuyulara eklendi.
Filtreli plagin her test kuyusuna 38 pl 6rnek sulandirma soliisyonu eklendikten sonra,
tizerine 12 pl hasta serumu ve kontrol serumu eklendi. Plagin iizerini yapiskanli plastik
kaplayici ile kapatilip karanlikta 200 rpm’de rotator iizerinde oda 1sisinda (20- 24°C)
karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu arada gerekli toplam hacimde seyreltilmis
SA-PE hazirlandi. Bu asamada oncelikle testin her bir kuyusu i¢in 5 ul LMSA’y1 45 ul
yikama soliisyonu eklendi. Gerekli toplam hacim hesaplanirken konjugat stoktan 5 pl
LMCJS’yi 45 pl yikama soliisyonu eklendi. Kullanilincaya kadar oda 1sisinda karanlikta
sakland1. 30 dakikalik inkiibasyon sonrasi test plagi dikkatle yapiskanli yiizeyden
ayrilarak yikama asamasma gecildi. ilk yikama hacmi her kuyuya 100 pl yikama
soliisyonu eklendi ve vakum pompasi ile aspire edildi. Daha sonra hacim 250 pl yapilarak
yikama ve aspirasyon islemi {i¢ kez daha tekrar edildi. Bu yikama iglemlerinde hava
kabarcig1 olamamasina 6zellikle dikkat edildigi i¢in her aspirasyondan once plak yan

yiizeyine hafif¢e vurularak hava kabarcigi varsa alindi.

Daha sonra 6nceden dilue edilmis LMLCR igeren kuyulara 50 pl seyreltilmis SAPE,
seyreltilmis hasta serumlar1 ya da kontrol serumlar1 igeren kuyularin iizerine ise 50ul
seyreltilmis konjugat eklendi. Test plagmin iizeri yapiskanh plastik kaplayict ile
kapatilarak, 200 rpm hizla dénen bir rotator ilizerinde karanlikta oda sicakliginda (20-
24°C) inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda her kuyuya 150 ul yikama soliisyonu

eklenerek plak luminex cihazina yerlestirildi.

Lum-DSA XM testi her bir lizat ile g¢alisilan kontrol reaktifini kapsar. HLA’ nin
yakalandigindan emin olmak i¢in her bir hasta serumu, lizat kontrol reaktifiyle paralel test
edilir. LCR biotinlenmis monoklonal HLA antikor karisimidir. Bu monoklonal antikorlar
Smif I ve II i¢in spesifiktir. Biyotinle isaretlenmis monoklonal antikorlar dilue edilmis

streptavidin-PE konjugati ile tespit edilir.
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Lum-DSA XM kontrol kuyulari her test i¢in mutlaka ¢alisilan kurutulmus lenfosit kontrol,
negatif kontrol serumu, pozitif kontrol serumudur. HLA siif I ve smif II ‘ye karsi

antikorlar iceren kurutulmus lenfosit kontrol i¢in karsilastirildi.

3.4.3. Lum-DSA XM Kalite Kontrolii

Test kendi i¢inde reaksiyonun diizgiin bir sekilde calisip ¢alismadigini1 kontrol eden bir
sistem barindirir. Bunlardan kontrol boncuklari (CON), ¢alisma esnasindaki arka plani
belirler ve calisma performansimi gorsellestirerek ekranda anlamlandirilacak hale
getirilmesine yardimcidir. Arka plan diizenleme faktorii (BAF) elde etmek i¢in 30 dondr
lizati/30 daha once duyarlanmamis bireyden elde edilen negatif serumlari iiretici firma
tarafindan her bir lot i¢in test edilmis ve onaylanmis olarak temin eder. BAF, her bir
lizat/serum kombinasyonu i¢in arka plan kirliligini dengelemekte kullanilan MFI degeri
verir. Bu deger her yeni lot BAF’lar igin kitle birlikte verilen Recording Sheetlerde
gosterilen lot-spesifik esitlikler kullanilarak hesaplanir. Prob 77 ile konjuge olur ve
kuyulara eklenen konjugat belirlenir. Prob 78 biotinlenmis proteinle konjuge olur ve
SAPE ile belirlenir. Test kontroliiniin amaci teknikten ve kit yetersizliginden olusabilecek
hatalar1 tespit etmektir. Prob 77 MFI degeri >10000, Prob 78 degeri >8000 olarak

belirlenir.

3.4.4. Lum-DSA XM Test Analizi

Yakalama boncuklarinin MFI degerlerini bulmak i¢in her ti¢ CON igin bulunan cutt-off
degeri alinir. Bu deger, BAF degeri ile karsilagtirilir. Her bir testte CON boncuklarinin
MFTI degeri olciiliir ve kayit sayfasinda verilen lot spesifik HLA Smif I ve HLA Smf II
yakalama boncuklar1 i¢in olusturulan denklemden BAF degerleri bulunur. Her bir
yakalama boncugu i¢in bulunan MFI'dan BAF degeri ¢ikarilir. 2 ya da daha fazla Adjusted
MFTI degeri pozitif ise sonug pozitif, 2 ya da daha fazla Adjusted MFI degeri negatif ise

sonug negatiftir.
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Negatif Adjusted MFI Degeri;

Ornek:

CONI i¢in Simif  HLA BAF =49.465(CON1)0,5312

CON?2 i¢in Simif  HLA BAF = 34.622(CON2)0,5673

CON3 i¢in Stmif | HLA BAF =29.615(CON3)0,6532

Ornek:

Smif I HLA Capture Bead MFI - (CONT i¢in BAF) = Adjusted MFI 1
Smif I HLA Capture Bead MFI - (CON2 i¢in BAF) = Adjusted MFI 2
Simif I HLA Capture Bead MFI - (CON3 i¢in BAF) = Adjusted MFI 3

3.5. Panel Reaktif Antikor (PRA)Testi ve Test Metaryalleri

3.5.1. PRA Test Metaryalleri
HLA Tarama Boncuklar1 (bead): HLA simif I ve Il molekiillerine IgG antikorlarini tayin
etmek icin saf HLA sinif I ve II glikoproteinlerinden ve bunlara ilave olarak 4 kontrol

boncugundan olusan fosfat tamponu i¢inde siispanse formda karigim.

HLA Smmf I Tamimlama Boncuklarn (bead): HLA smif I glikoproteinlerine IgG
antikorlarin1 saptamak icin degisik bireylerden elde edilen siif I glikoproteinlerinden ve

4 kontrol boncugundan olusan karisim.

HLA Siif II Tamimlama Boncuklari: HLA sinif II glikoproteinlerine IgG antikorlarini
saptamak i¢in degisik bireylerden elde edilen simif II glikoproteinlerinden 4 kontrol

boncugundan olusan karigim.

Konsantre Konjugat: goat anti-human IgG kaplanmis fikoeritin, NaCl, Tween-20, sigir
serum albumin, fosfat tabanli bir tampon i¢indedir. Kullanilmadan once yikama
soliisyonunda 1/10 oraninda seyreltilerek kullanilir. 2-8 °C arasinda saklanir. Is18a karsi

hassastir, karanlikta muhafaza edilmelidir.

Yikama Soliisyonu: NaCl, Tween-20, sigir serum albumin, fosfat tabanli soliisyondur. 2-
8 °C sicaklik araliginda saklanir. Test kurumu sirasinda kullanilmadan 6nce oda 1sisina

getirilerek kullanilir.
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Pozitif Kontrol Serumu: Bu serum farkli bireylerden alinmis HLA antijenleri kars
alloimmiinizasyon gosteren serum karigimidir. PRA>%85 serum 6rneklerinden alinir, 2-

8 °C arasinda saklanir.

Negatif Kontrol Serumu: Bu serum farkli bireylerden alinmis olup, HLA antijenlerine

kars1 antikor igermez (PRA<%10). 2-8°C arasinda sicaklikta saklanir.

3.5.2. Panel Reaktif Antikor Tarama Yontemi

Hasta bireylerin jelli tiiplere alinan kan 6rnekleri laboratuvarda 2.500 rpm de 7 dakika
santrifiij edilerek serum Ornekleri ependorf tiiplere alindi. Ependorf tiiplere alinan
serumlar 2 dakika vortexlendikten sonra 2.500 rpm de 5 dakika santifiij edildi. Lifecodes
PRA tarama kitinden ¢ikan yikama soliisyonu +4 °C den c¢ikarilip oda sicakligina
bekletildi. Calisilacak hasta sayisi ve test kontrol kuyulari hesaplanarak Millipore
multiwell filtreli plaklar {izerinde gerekli numaralandirmalar yapildi. Kullanilmayan
kuyucukKlarin tizeri yapiskan plastik kaplayici ile kapali birakildi. Test igin agik birakilan
kuyulara 300 pl distile su eklenerek 5 dakika bekletildi. Daha sonra emilmeyen fazla su
vakum cihaz ile kuyucuklardan ¢ekilerek uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 40 pl yikama
soliisyonu eklendi. Her bir hasta serum 6rneginden ve pozitif negatif kontrol serum
orneklerinden 12,5 pl ilgili kuyulara konuldu. Olasi bir kontaminasyonu onlemek
amaciyla plate yonii ters cevrilerek Lifecodes PRA tarama kitinden ¢ikan PRA tarama
beadleri kisa bir vortex yapildiktan sonra 5 pl olacak sekilde her bir kuyuya eklendi.
Multiwell plate kapagi kapatilarak ve 1s1k almayan bir ortam igerisinde 20-24 °C de
dakikada 200 rotasyon olacak sekilde 30 dakika inkiibasyona birakildi. 30 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda her bir kuyu i¢in 100 pl yikama soliisyonu eklenerek, multiwell’in
yanlarina hafifce vurarak hava kabarcig1 varsa alindi ve sonrasinda plak, vakum cihazi ile
aspire edildi. Ardindan, her kuyu i¢in 250 pl yikama soliisyonu eklenerek bir dnceki
yikama adimi 2 kez tekrar edildi. 1/ 10 oraninda (her hasta i¢in 5 pl konjugat, 45 pl yikama
soliisyonu) seyreltilip karanlik bir ortamda saklanan konjugattan her kuyuya 50'ser ul
eklendi.
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Plate uygun kapakla kapatilip, 1518a maruz kalmamasi i¢in kapali bir kutuya konulup 30
dakika ve dakikada 200 rotasyon olacak sekilde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her
bir kuyuya 150 pl yikama soliisyonu eklenip karismasi saglandi. Test plate Luminex 200

cihazina yiiklenip, sonuglar LifeCodes programiyla degerlendirildi.

3.6. HLA-A, B, DRB1 Alellerinin PCR-SSO Luminex Test Yontemi (Hibridizasyon)
ve Test Metaryalleri

3.6.1. PCR-SSO Luminex Yontemi Test Metaryalleri

DNA izolasyonu

EDTA'l tiiplere alinan periferal kan Orneklerinden QIAGEN EZ 1 DNA Blood Kit
kullanilarak otomatize magnetik bead yontemi ile her bir hasta ve kontrol 6rneginden 200

pl kan kullanilarak DNA izolasyonu yapildi.

HLA-A, B, DRB1 Alellerinin PCR-SSO Luminex Yontemi

Lifecodes HLA-A, B, DRB1 eRES SSO (Immuncor, Stanford, USA) ticari Kiti
kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonu ve hibridizasyonu asamalart igin gerekli
metaryaller;

Lifecodes Tag DNA Polimeraz

Distile Su

Streptavidin

Biotin primer, dNTPs ve tampon i¢eren bir master karigimi (kit temin edilen ticari sirketce
temin edilir)

Pre-Bound oligoniikleotidler ile DNA tiipleri ticari kitle birlikte temin edilir.

1-10 pl, 10-200 pl, 200-1000 pl lik mikropipetler

Mikrotite trayler ve lizerini kapatmak i¢in yapiskanlt plastik kaplayici

Thermocycler

Verileri analiz etmek i¢in bilgisayar ve software programi

Hasta ve dondrlerden elde edilen DNA 6rneklerinin HLA tiplendirilmesi Doku Tipleme
Laboratuvarinda kullanilan PCR-SSO Luminex yontemi ile ve LIFECODES HLA-SSO
Typing Kit kullanilarak asagida verilen standardize test prosediiriine goére PCR
amplifikasyonu hazirlands;
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DNA amplifikasyonu (PCR);

DNA amplifikasyonu 1X 50ul i¢in asagidaki gibi hazirlanmistir.

1X
DNA (30 ng/ul) 4 ul
Master miks (+4°C) 16 wl
dH20 9.8 ul

Taq polimeraz (2.5U/ul) 0,2 ul
Toplam 30 pl

Calisilan test sayisi kadar tiip tablo 3.6.1°de verilen PCR dongii programina uygun olarak
amplifiye edildi.

Tablo 3. 6. 1. MHC Lokusundaki HLA-A, B, DR analizi i¢gin PCR d6ngii program

Baslangic denatiirasyonu 95° C 3 dakika | dongii
Denatiirasyon 95° C 15 saniye
Baglanma 60° C 30 saniye 12 dongii
Uzama 72°C 30 saniye
Denatlifasyon 95° C 15 saniye
Baglanma 60° C 30 saniye 28 dongii
Uzama 72°C 30 saniye
Son uzama 72°C 1 dakika 1 dongii
Bekleme 4L C 5 dakika 1 dongit

3.6.2. HLA-A, B, DRBL1 Alellerinin PCR-SSO Luminex Test Yontemi
(Hibridizasyon)

PCR amplifikasyon tiiptinden 5 pl PCR iiriinii Costar plate ilgili kuyucuga uygun eklendi.
Her bir kit i¢in ayr1 ayr1 tasarlanan Bead mix, 1s1 blogunda 55 °C de 7dk 1sitild1. 15 sn.
sonike edilip vortekslendikten sonra 15 pl si PCR {irliniiniin iizerine eklendi. Platelerin

lizeri yapiskan yiizeyli bir plastik kapakla kapatildi.

PCR cihazindan hibridizasyon i¢in uyarlanan program segilerek reaksiyon baglatildi.
Hibridizasyon islemi 97°C'de 2 dk, 47°C'de 10 dk. 56°C'de 8 dk ve 56°C'de 10 dk olacak
sekilde planlandi.
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SA-PE reaksiyonu;

Reaksiyonun ikinci 56 °C’lik kismina gelindiginde cihaz acilarak, 1360 ml diliisyon
soliisyonu + 6.8 ul SA-PE (1X) karisimi1 6rnekler tizerine eklendi.

Analiz i¢in Quick-Type for LifeMatch programi kullanildi.

3.7. Istatistik Analiz

Bir populasyon genetigi istatistik programi olan Arlequin v3.5.2.2 ile MHC gen lokusunda
bulunan HLA-A, HLA-B, HLA-DRBI allellerinin gesitli gapraz karsilastirma testi yapilan
hastalarin pozitif ve negatif sonug verenlerin gruplarindaki dagilimi hesaplandi (Excoffier
ve Lischer, 2010). Elde edilen pozitif ve negatif sonuglar ayr1 ayri gruplandi ve allel
frekanslarina ki-kare testi yapildi, P<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi. P
degerinin anlamli ¢ikmasina sebep olan pozitif sonuclu hasta grubu yiizdesi yiliksek
olanlar pozitif iligkili, negatif sonug¢lu kontrol grubunun yiiksek pozitif sonuclu hasta
grubunun diisiik yiizde de olmasi ise negatif iligkili olarak degerlendirildi. Ayrica Lum-
DSA XM, CDCXM ve FCXM sonuglar1 aragtirma kapsamina uygun olarak hazirlanan
excel dosyalarina kayit edilip, veri analizi i¢in SPSS Statistics 23.0 programi kullanilarak

analiz edildi.
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4. BULGULAR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (588/2018)
onaylanan ¢alismada, Ocak 2015-Kasim 2018 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi T1p
Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dal1 ve Prof. Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ Nakli Merkezine
basvuru yapmis hastalar degerlendirmeye alindi. Retrospektif aragtirma kapsamina uygun
olarak Akdeniz Universitesi Hastanesi hasta sonug ve arsiv tarama programi Mia-Med
kullanilarak Doku Tipleme Laboratuvar test sonuglar1 incelendi. Tarama ve ¢alismalarin
sonucunda arastirma kapsamina uyan hastalarin HLA, PRA, Lum-DSA XM, CDCXM ve
FCXM sonuglart excel dosyalarina kayit edildi. Veri analizi i¢in SPSS Statistics 23.0 ve
Arlequin 3.5.2.2 programlar1 kullanildi. Test sonuglar1 degerlendirilen 586 hastanin yas

ortalamasi 42.4 + dir. Hastalarin %35°1 kadin, %65°1 erkek cinsiyetine sahipti.

Calismamizda, hastalarin %14 (n=82)'inde PRA Sinif I tanimlama testi pozitif iken, PRA
Sinif II tanimlama testi ise %20,4 (n=119)"linde pozitif sonug verdigi goriildii. Calisilan
CDCXM testlerinde tiim hastalarin %17,1 (n=100)'i pozitif, %82,9 (n=484)'unun negatif
tespit edildigi goriildii. FCXM testlerinde 586 hastanin %19,3 (n=113) pozitif sonug
vermis ve %80,7 (n=471) negatif oldugu goriilmiistiir. Lum-DSA XM testlerinin de %14
(n=82)"liniin pozitif sonug verirken %86 (n=502)'sinin negatif oldugu goriildii (Testlerin
ikigerli analizlerinde hasta sayis1 = 1, 2 farki dikkate alinmistir). Burada da farkli
caprazlama testlerinin farkli sonuglar verdigini gozlemleyip literatiir ile uyumlu oldugu

kanaatine vardik.
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Hastalarin CDCXM ve Lum-DSA XM iki farkli yontem ile elde edilen sonuglar1 asagida

yazili ve gorsel olarak verilmistir (Sekil 4.1.1.).

1

* DSA POZ. CDCXM NEG. * DSA NEG. CDCXM POZ. = DSA POZ. CDCXM POZ. * DSA NEG. CDCXM NEG.

Sekil 4.1.1. Lum — DSA XM & CDCXM ¢aprazlama testleri karsilastirma tablosu

CDCXM pozitif/Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayist 58 (%10)’dir.
CDCXM negatif/Lum-DSA XM negatif olan hasta sayis1 462 (%79)’dir.
CDCXM negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayist 24 (%4)’tiir.

CDCXM pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayis1 42 (%7)’dir.
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Hastalarin FCXM ve Lum-DSA XM iki farkli yontem ile elde edilen sonuglari1 asagida

yazili ve gorsel olarak verilmistir (Sekil 4.1.2).

* DSA POZ. FCXM NEG. =™ DSA NEG. FCXM POZ. = DSA POZ. FCXM POZ. DSA NEG. FCXM NEG.

Sekil 4.1.2. Lum - DSA & FCXM ¢aprazlama testleri karsilastirma tablosu

FCXM pozitif/Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayisi 70 (%12)’dir.
FCXM negatif/Lum-DSA XM negatif olan hasta sayis1 460 (%79)’dur.
FCXM negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayis1 12 (%2)’dir.

FCXM pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayisi 44 (%8)’diir.
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Hastalarin PRA sinif I degerleri ile Lum-DSA XM sonuglar1 incelendiginde asagidaki
degerler elde edilmistir (Sekil 4.1.3)

1

= DSA POZ. PRA Class | NEG. ™ DSA NEG. PRA Class | POZ.

¥ DSA POZ. PRA Class | POZ. * DSA NEG. PRA Class | NEG.

Sekil 4.1.3. Lum - DSA & PRA Sinif I caprazlama testleri karsilastirma tablosu
PRA sinif I pozitif/Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayis1 41 (%7)’dir.
PRA smif [ negatif/Lum-DSA XM negatif olan hasta sayis1 463 (%79)’dur.
PRA smif [ negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayis1 41 (%7)’dir.

PRA sinif I pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayis1 41 (%7)’diir.
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Hastalarin PRA siif II degerleri ile Lum-DSA XM sonuglari incelendiginde asagidaki
degerler elde edilmistir. (Sekil 4.1.4)

* DSA POZ. PRA Class Il NEG. ® DSA NEG. PRA Class Il POZ.

= DSA POZ. PRA Class Il POZ. - DSA NEG. PRA Class Il NEG.

Sekil 4.1.4. Lum - DSA & PRA Sinif II ¢aprazlama testleri karsilastirma tablosu

PRA sinif II pozitif/Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayis1 44 (%8)’diir.
PRA sinif II negatif/Lum-DSA XM negatif olan hasta sayis1 429 (%73)’dur.
PRA sinif II negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayisi 38 (%6)’dir.

PRA siif II pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayis1 75 (%13)’dir.
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Sekil 4.1.5. Calisma grubunda en sik goriillen HLA-A allel frekanslari

Hastalarin HLA doku tipleme sonuglarina gore en sik goriilen HLA-A grubunda en yiiksek
frekanslar sirastyla HLA-A*02 %22 (n=257), A*24 %16 (n=185) ve A*03 %11 (n=129)
olarak saptanmustir (Sekil 4.1.5.).
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Sekil 4.1.6. Calisma grubunda en sik goriillen HLA-B allel frekanslart

Hastalarin HLA doku tipleme sonuglarina gore en sik goriillen HLA-B grubunda en yiiksek
frekanslar sirasiyla HLA-B*35 %17 (n=190), B*51 %14 (n=156) ve B*44 %8 (n=86)
olarak saptanmustir (Sekil 4.1.6.)
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Sekil 4.1.7. Calisma grubunda en sik goriillen HLA-DRBI allel frekanslari

Hastalarmn HLA doku tipleme sonuglarina gore en sik goriilen HLA-DRB1 grubunda en
yiiksek frekanslar sirasiyla HLA-DRB1*11 %22 (n=260), DRB1*04 %18 (n=211) ve
DRB1*03 %11 (n=126) olarak saptanmustir (Sekil 4.1.7.).
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Lum-DSA XM testi yapilan 586 hastanin 503’1 negatif, 83’lide pozitif sonu¢ vermistir.
Lum-DSA XM pozitif hastalarin HLA doku tipleme sonuglarina gore; HLA-A*02
(%21,68), A*01 (%13,85), A*24 (%13,85), HLA-B*35 (%19.87), B*51 (%12.65), HLA-
DRB1*01 (%11.44), DRB1*03 (%15.66), DRB1*04 (%15.66), DRB1*11 (%19.27) ve
DRB1*15 (%10.2) en sik gozlenen alleller olarak tespit edilmistir. Lum-DSA XM negatif
hastalarin (kontrol grubu) HLA doku tipleme sonuglarina gore HLA-A*02 (%21,96,)
A*24 (%16,1), A*03 (%11,82), HLA-B*35 (%15.37), B*51 (%13.41), HLA-DRB1*11
(%22.66), HLA-DRB1*04 (%18.38) en sik gozlenen alleller olarak tespit edilmistir

(Tablo 4.1.1). Lum-DSA XM pozitif ve negative hastalarin HLA gruplarina yapilan
istatistiksel analizlerin sonucuna gére, HLA-A*29 (p=0.003), HLA-B*08 (p=0.036) ve
HLA-DRB1*01 (p=0.001) ve DRB1*03 (p=0.0384) allelleri hastalikla pozitif iligkili

olarak bulunmustur.

Tablo 4.1.1. Lum-DSA XM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-A allel frekanslar1

Hasta Kontrol
(Lum-DSA XM Pozitif) (Lum-DSA XM Negatif) istatistik Analiz
2n = 166 2n = 1006

HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 ClI) p
A*01 23 13,85 88 8,74 1.68(0.99-2.81) 0.052
A*02 36 21,68 221 21,96 0.98(0.65-1.49) 0.984
A*03 11 6,62 119 11,82 0.53(0.26-1.04) 0.065
A*11 12 7,22 83 8,25 0.87(0.44-1.68) 0.769
A*23 6 3,61 44 4,37 0.82(0.31-2.05) 0.809
A*24 23 13,85 162 16,1 0.84(0.51-1.37) 0.534
A*25 1 0,6 3 0,29 2.03(-) 0.457
A*26 6 3,61 58 5,76 0.61(0.23-1.51) 0.344
A*29 11 6,62 22 2,18 3.17(1.41-7.02) 0.003
A*30 6 3,61 42 4,17 0.86(0.32-2.16) 0.899
A*31 4 2,4 22 2,18 1.10(0.32-3.44) 0.778
A*32 8 4,81 57 5,66 0.84(0.36-1.87) 0.795
A*33 8 4,81 29 2,88 1.71(0.70-3.99) 0.279
A*34 0,09

A*66 2 1,2 4 0,39 3.05(0.39-19.49) 0.203
A*68 7 4,21 44 4,37 0.96(0.39-2.27) 0.909
A*69 2 1,2 6 0,59 2.03(0.28-11.20) 0.316
A*80 1 0,09

F: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel sayis1
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Tablo 4.1.2. Lum-DSA XM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-B allel frekanslari

Hasta Kontrol
(Lum-DSA XM Pozitif) (Lum-DSA XM Negatif) istatistik Analiz
2n = 166 2n = 1006

HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 ClI) p
B*07 9 5,42 43 4,27 1.28(0.57-2.80) 0.644
B*08 13 7,83 39 3,87 2.11(1.04-4.19) 0.036
B*13 3 1,8 47 4,67 0.38(0.09-1.27) 0.137
B*14 6 3,61 24 2,38 1.53(0.55-4.03) 0.421
B*15 6 3,61 33 3,28 1.11(0.41-2.82) 0.991
B*18 10 6,02 72 7,15 0.83(0.39-1.71) 0.714
B*19 - - 1 0,09 - -
B*27 3 1,8 30 2,98 0.60(0.14-2.08) 0.610
B*35 33 19,87 158 15,7 1.33(0.86-2.06) 0.216
B*37 1 0,6 11 1,09 0.55(0.03-4.12) 1
B*38 4 2,4 55 5,46 0.43(0.13-1.25) 0.139
B*39 3 1,8 11 1,09 1.66(0.36-6.51) 0.433
B*40 3 1,8 32 3,18 0.56(0.14-1.94) 0.462
B*41 5 3,01 33 3,28 0.92(0.31-2.50) 0.955
B*42 - - 1 0,09 - -
B*44 9 5,42 77 7,65 0.69(0.32-1.46) 0.389
B*45 2 1,2 4 0,39 3.05(0.39-19.49) 0.203
B*46 - - 2 0,19 - -
B*47 - - 5 0,49 - -
B*48 - - 4 0,39 - -
B*49 8 4,81 41 4,07 1.19(0.51-2.70) 0.814
B*50 7 4,21 42 4,17 1.01(0.41-2.39) 0.853
B*51 21 12,65 135 13,41 0.93(0.55-1.56) 0.883
B*52 9 5,42 33 3,28 1.69(0.74-3.77) 0.250
B*53 - - 2 0,19 - -
B*54 - - 2 0,19 - -
B*55 3 1,8 35 3,47 0.51(0.12-1.76) 0.373
B*56 8 0,79

B*57 4 2,4 11 1,09 2.23(0.59-7.69) 0.250
B*58 4 2,4 13 1,29 1.89(0.51-6.30) 0.284
B*73 - - 1 0,09 - -
B*78 - - 1 0,09 - -

F: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel sayist



Tablo 4.1.3. Lum-DSA XM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-DRBI1 allel frekanslari

Hasta Kontrol
(Lum-DSA XM Pozitif) (Lum-DSA XM Negatif) istatistik Analiz
2n =166 2n = 1006

HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 CI) p
DRB1*01 19 11,44 49 4,87 2.52(1.39-4.55) 0.00148
DRB1*03 26 15,66 100 9,94 1.68(1.03-2.74) 0.0384
DRB1*04 26 15,66 185 18,38 0.82(0.51-1.32) 0.460
DRB1*07 8 48 88 8,74 0.53(0.23-1.15) 0.119
DRB1*08 4 2.4 17 1,68 1.44(0.40-4.61) 0.523
DRB1*09 3 18 8 0,79 2.30(0.48-9.60) 0.195
DRB1*10 3 18 25 2,48 0.72(0.17-2.54) 0.786
DRB1*11 32 19,27 228 22,66 0.81(0.53-1.25) 0.383
DRB1*12 - - 8 0,79 - -
DRB1*13 16 9,63 83 8,25 1.19(0.65-2.14) 0.656
DRB1*14 6 3,61 77 7,65 0.45(0.17-1.10) 0.086
DRB1*15 17 10,2 91 9,04 1.15(0.64-2.04) 0.727
DRB1*16 6 36 47 4,67 0.77(0.29-1.90) 0.684

F: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel sayis1

40



CDCXM testi yapilan 586 hastanin 481’1 negatif 105’1 pozitif sonug vermistir. CDCXM
pozitif hasta grubunda; HLA-A*02 (%21.9), A*01 (%14.28), A*24 (%12.85), HLA-B*35
(%18.57), B*51 (%12.38) HLA-DRB1*04 (%20), DRB1*11(17.14), DRB1*03 (%11.9)
ve DRB1*15 (9%10.47) allelleri digerlerine gore daha yiiksek siklikta bulunmustur.
CDCXM negatif hasta grubunda ise; HLA-A*02 (%22.24), A*03 (%12.05), A*24
(%16.32), HLA-B*35 (%15.69), B*51 (%13.72), HLA-DRB1*03 (%10.49), DRB1*04
(17.74) ve DRB1*11 (%23.18) allelleri digerlerine gore daha yiiksek siklikta bulunmustur
(Tablo 4.1.4-6). CDCXM pozitif ve negatif hastalarin HLA gruplarina yapilan istatistiki
analize gore; HLA-A*01 (p=0.000025), A*02 (p=0.0305), A*25 (p=0,0428), A*29
(0.0454), HLA-B*08 (p=0.004), B*35 (p=0.001) ve B*52 (p=0.005) alelleri pozitif iligkili

olarak tespit edilmistir. HLA-DRB1 grubunda istatistiksel bir anlamlilik goriillmemistir.

Tablo 4.1.4. CDCXM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-A allel frekanslari

Hasta Kontrol
(CDCXM Pozitif) (CDCXM Negatif) istatistik Analiz
2n =210 2n = 962
HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 CI) p
A*01 30 14,28 80 8,31 2.67(1.74-4.11) | 0.0000025
A*02 46 21,9 214 22,24 1.46(1.03-2.07) 0.0305
A*03 15 7,14 116 12,05 0.77(0.45-1.30) 0.357
A*11 18 8,57 78 8,1 1.46(0.87-2.43) 0.158
A*23 10 4,76 41 4,26 1.60(0.82-3.11) 0.189
A*24 27 12,85 157 16,32 1.10(0.72-1.65) 0.721
A*25 2 0,95 2 0,2 6.96(0.94-59.73) 0.0428
A*26 9 4,28 53 55 1.04(0.52-2.05) 0.961
A*29 8 3,8 23 2,39 2.26(1.01-4.94) 0.0454
A*30 7 3,33 40 4,15 1.03(0.46-2.25) 0.915
A*31 6 2,85 19 1,97 1.97(0.78-4.82) 0.125
A*32 14 6,66 52 54 1.74(0.97-3.10) 0.065
A*33 8 3,8 31 3,22 1.66(0.77-3.51) 0.222
A*34 1 1.15
A*66 1 0,47 4 0,41 1.15(-) 1
A*68 7 3,33 43 4,46 0.96(0.43-2.08) 0.946
A*69 2 0,95 7 0,72 1.98(0.40-854) | (397
A*80 1 0,1

AF: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel say1s1
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Tablo 4.1.5. CDCXM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-B allel frekanslari

Hasta Kontrol
(CDCXM Pozitif) (CDCXM Negatf) Istatistik Analiz
2n =210 2n = 962
HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 ClI) p
B*07 7 3,33 45 4,67 0.91(0.41-1.97) 0.949
B*08 14 6,66 39 4,05 2.35(1.28-4.30) 0.004
B*13 7 3,33 44 4,57 0.93(0.42-2.03) 0.999
B*14 5 2,38 24 2,49 1.35(0.52-3.34) 0.653
B*15 6 2,85 34 3,53 1.08(0.45-2.48) 0.991
B*18 15 7,14 65 6,75 1.45(0.83-2.52) 0.209
B*19 - - 1 0,1 - -
B*27 6 2,85 27 2,8 1.37(0.57-3.22) 0.582
B*35 39 18,57 151 15,69 1.81(1.25-2.63) 0.00135
B*37 2 0,95 10 1,03 1.38(0.30-5.48) 0.713
B*38 8 3,8 50 5,19 1.01(0.49-2.04) 0.882
B*39 3 1,42 10 1,03 1.85(0.48-6.47) 0.293
B*40 5 2,38 30 3,11 1.07(0.42-2.60) 0.954
B*41 7 3,33 31 3,22 1.34(0.59-3.00) 0.576
B*42 - - 1 0,1 - -
B*44 10 4,76 74 7,69 0.86(0.45-1.60) 0.714
B*45 1 0,47 5 0,51 0.92(-) 1
B*46 - - 2 0,2 - -
B*47 - - 5 0,51 -
B*48 1 0,47 3 0,31 1.53(-) 0.547
B*49 10 4,76 39 4,05 1.69(0.86-3.29) 0.142
B*50 9 4,28 40 4,15 1.40(0.68-2.82) 0.419
B*51 26 12,38 132 13,72 1.26(0.82-1.92) 0.318
B*52 12 571 31 3,22 2.48(1.27-4.80) 0.00599
B*53 - - 0,2 - -
B*54 - - 0,2 - -
B*55 6 2,85 33 3,43 1.11(0.47-2.56) 0.949
B*56 - - 8 0,83
B*57 4 1,9 11 1,14 2.11(0.63-6.64) 0.183
B*58 6 2,85 12 1,24 3.14(1.16-8.35) 0.016
B*73 1 0,47 - - - -
B*78 - - 1 01 - -

AF: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel say1st
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Tablo 4.1.6. CDCXM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-DRBI1 allel frekanslari

Hasta Kontrol
(CDCXM Pozitif) (CDCXM Negatif) istatistik Analiz
2n =210 2n =962
HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 CI) p
DRB1*01 17 8,09 50 5,19 1.61(0.87-2.94) 0.140
DRB1*03 25 11,9 101 10,49 1.15(0.70-1.88) 0.636
DRB1*04 42 20 171 17,77 1.16(0.78-1.71) 0.510
DRB1*07 18 8,57 80 8,31 1.03(0.58-1.81) 0.986
DRB1*08 5 2,38 16 1,66 1.44(0.46-4.25) 0.562
DRB1*09 4 19 7 0,72 2.65(0.65-10.17) 0.116
DRB1*10 5 2,38 24 2,49 0.95(0.32-2.67) 0.881
DRB1*11 36 17,14 223 23,18 0.69(0.46-1.03) 0.068
DRB1*12 - - 8 0,83 - -
DRB1*13 16 7,61 83 8,62 0.87(0.48-1.57) 0.734
DRB1*14 11 5,23 71 7,38 0.69(0.34-1.38) 0.340
DRB1*15 22 10,47 84 8,73 1.22(0.72-2.06) 0.424
DRB1*16 9 4,28 44 4,57 0.93(0.42-2.03) 0.999

AF: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel say1st
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Flow Sitometrik Cross Match c¢aligilan 583 hastadan, 469 hasta negatif, 114 hastanin
sonucu pozitif sonug vermistir. FCXM pozitif olan hastalarda HLA-A*02 (% 18.85),
A*24 (%15.35), A*01 (%10.96), A*11 (%10.08), HLA- B*35 (%18.85), B*51 (%10.08),
HLA-DRB1*04 (%19.73), DRB1*11 (%18.85) DRB1*03 (%12.28) ve DRB1*15
(%10.52) en sik goriilen alleller olarak belirlenmistir. FCXM sonucu negatif olan
hastalarda HLA-A*02 (%22.81), A*03 (%11.62), A*24 (%15.77), HLA-B *35 (%15.67),
B*51 (%14.07), HLA-DRB1*03 (%10.44), DRB1*04 (%17.69) ve DRB1*11 (%22.92)
en sik goriilen alleller olarak belirlenmistir (Tablo 4.1.7-9). FCXM pozitif ve negatif

hastalarin HLA gruplarina yapilan istatistiksel analizlerin sonucuna gére HLA-A*29

(p=0.0246) ve HLA-DRB1*01 (p=0.0046) KBY ile pozitif iligkili olarak anlamli

bulunmustur. HLA-B grubunda istatistiksel bir anlamlilik goriillmemistir.

Tablo 4.1.7. FCXM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-A allel frekanslari

Hasta Kontrol
(FCXM Pozitif) (FCXM Negatif) Istatistik Analiz
2n = 228 2n =938

HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 CI) p
A*01 25 10,96 85 9,06 1.24(0.75-2.03) 0.449
A*02 43 18,85 214 22,81 0.74(0.54-1.15) 0.228
A*03 20 8,77 109 11,62 0.73(0.43-1.24) 0.266
A*11 23 10,08 72 7,67 1.35(0.80-2.27) 0.289
A*23 9 3,94 41 4,37 0.90(0.40-1.96) 0.919
A*24 35 15,35 148 15,77 0.97(0.64-1.47) 0.954
A*25 2 0,87 2 0,21 4.14(0.42-41.23) 0.173
A*26 10 4,38 53 5,65 0.77(0.36-1.59) 0.552
A*29 12 5,26 21 2,23 2.43(1.11-5.26) 0.0246
A*30 7 3,07 41 4,37 0.69(0.28-1.64) 0.483
A*31 5 2,19 21 2,23 0.98(0.32-2.78) 0.835
A*32 12 5,26 53 5,65 0.93(0.46-1.83) 0.946
A*33 9 3,94 28 2,98 1.34(0.58-3.01) 0.594
A*34 1 0,1

A*66 2 0,87 4 0,42 2.07(0.26-13.14) 0.333
A*68 11 4,82 39 4,15 1.17(0.55-2.41) 0.792
A*69 3 1,31 5 0,53 2.49(0.47-12.00) 0.192
A*80 - 1 0,1

AF: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel say1st
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Tablo 4.1.8. FCXM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-B allel frekanslari

Hasta Kontrol
(FCXM Pozitif) (FCXM Negatif) istatistik Analiz
2n =228 2n =938

HLA n AF (%) n AF (%) OR (% 95 CI) p
B*07 10 4,38 42 4,47 0.98(0.45-2.06) 0.905
B*08 14 6,14 38 4,05 1.55(0.78-3.02) 0.233
B*13 7 3,07 43 4,58 0.66(0.27-1.55) 0.406
B*14 9 3,94 21 2,23 1.79(0.75-4.19) 0.219
B*15 6 2,63 33 3,51 0.74(0.28-1.88) 0.643
B*18 22 9,64 59 6,29 1.59(0.92-2.73) 0.1001
B*19 - - 1 0,1 - -
B*27 8 3,5 25 2,66 1.33(0.54-3.14) 0.641
B*35 43 18,85 147 15,67 1.25(0.84-1.85) 0.285
B*37 1 0,43 11 1,17 0.37(0.02-2.78) 0.479
B*38 7 3,07 51 5,43 0.55(0.23-1.28) 0.192
B*39 4 1,75 10 1,06 1.66(0.43-5.80) 0.493
B*40 4 1,75 31 3,3 0.52(0.15-1.57) 0.310
B*41 7 3,07 31 3,3 0.93(0.37-2.24) 0.976
B*42 1 0,1

B*44 11 4,82 74 7,88 0.59(0.29-1.17) 0.145
B*45 1 0,43 5 0,53 0.82(-) 1
B*46 - - 2 0,21 - -
B*47 - - 5 0,53 - -
B*48 - - 4 0,42 - -
B*49 11 4,82 37 3,94 1.23(0.58-2.56) 0.678
B*50 11 4,82 38 4,05 1.20(0.57-2.48) 0.735
B*51 23 10,08 132 14,07 0.69(0.42-1.12) 0.138
B*52 11 4,82 31 3,3 1.48(0.69-3.13) 0.364
B*53 - - 2 0,21 - -
B*54 - - 2 0,21 - -
B*55 6 2,63 32 3,41 0.77(0.28-1.95) 0.698
B*56 1 0,43 7 0,74 0.59(0.03-4.73) 1
B*57 4 1,75 11 1,17 1.50(0.40-5.16) 0.510
B*58 6 2,63 11 1,17 2.28(0.74-6.73) 0.119
B*73 1 0,43 - - - -
B*78 - - 1 0,1 - -

AF: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR: Odd ratio, 2n: Allel say1st
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Tablo 4.1.9. FCXM pozitif ve negatif hasta grubunda HLA-DRBI1 allel frekanslari

Hasta Kontrol
(FCXM Pozitif) (FCXM Negatif) istatistik Analiz
2n = 228 2n =938
HLA n AF (%) n AF (%) OR (%95 ClI) p
DRB1*01 22 9,64 43 4,58 2.22(1.26-3.91) 0.0046
DRB1*03 28 12,28 98 10,44 1.20(0.75-1.92) 0.496
DRB1*04 45 19,73 166 17,69 1.14(0.78-1.68) 0.534
DRB1*07 14 6,14 82 8,74 0.68(0.36-1.26) 0.251
DRB1*08 5 2,19 16 1,7 1.29(0.41-3.80) 0.582
DRB1*09 4 1,75 7 0,74 2.38(0.58-9.10) 0.240
DRB1*10 5 2,19 23 2,45 0.89(0.29-2.51) 0.990
DRB1*11 43 18,85 215 22,92 0.78(0.53-1.14) 0.216
DRB1*12 1 0,43 7 0,74 0.59(0.03-4.73) 1
DRB1*13 17 7,45 82 8,74 0.84(0.47-1.49) 0.622
DRB1*14 10 4,38 72 7,67 0.55(0.26-1.13) 0.110
DRB1*15 24 10,52 84 8,95 1.20(0.72-1.98) 0.544
DRB1*16 10 4,38 43 4,58 0.95(0.44-2.01) 0.961

F: Allel frekansi, CI: Confidence interval, OR:

QOdd ratio, 2n:

Allel say1st
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Calismamizda uygulanan tiim ¢aprazlama yontemleri ile HLA allel frekanslarini iceren

tablolar asagida verilmistir (Sekil 4.1.8).
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Sekil 4.1.8. Lum -DSA ve CDCXM — FCXM sonug pozitif olan hastalarda HLA A dagilimi ve frekanslari
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5. TARTISMA

Tiirk Nefroloji Dernegi (TND) tarafindan tilkemizde kronik bobrek yetmezligi (KBY) ile
ilgili kapsamli olarak yapilan arastirmalarda; hastaligin en 6nemli sebebinin diyabet ve
hipertansiyon oldugu, diger sebeplerin daha geri siralarda yer aldig1 belirlenmistir (Seyahi
ve ark., 2014; Hill ve ark., 2016). Multifaktoriyel-poligenik kalitimli olan KBY’nin
diinyada ve iilkemizde insidansinin giderek arttig1, sosyo-ekonomik maliyetinin de yiiksek
oldugu son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Son donem bobrek yetmezligi
hastalarina (SDBH) hayati tehlike olusturan iiremiden kaginmak ve yasam kalitesini
artirmak igin bobrek nakli onerilmektedir (Van Dijk ve ark., 2001). Insan genomunda
bilinen en polimorfik gen bolgesi olan MHC-HLA ile hastaliklar arasindaki iligkilerin
arastirilmasi son yillarda oldukca 6nem kazanmistir (Ugar ve ark., 2012). SDBH’da organ-
doku naklinde alic1 ve vericilerinin dogru se¢iminde kritik olan HLA doku tipleme ve
cross-match (gaprazlama) testleri onem kazanmaktadir. Calismamizda Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Organ Nakli birimine basvuran 586 KBY ’nin iilkemizin her
cografi bolgesinden bagvurmasi nedeniyle iilke ortalamasina yakin HLA allel profilini
yansitacagindan, Luminex-DSA XM sonuglari ile (pozitif, negatif) HLA allel dagilimi

arasinda herhangi bir iliskinin olup olmadigini belirlemeyi hedefledik.

HLA allel polimorfizminin bir¢ok otoimmdiin hastaliklarin, yaygin inflamatuvar bagirsak
hastaliklarinin, bazi nefropati ile glomeriilonefrit gibi bobrek hastaliklarinin ve de
alerjilerin patogenezi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Dai ve ark., 2015). Baz1 Asya
tilkelerinde yapilan bir ¢alismada SDBH ile HLA-A*24, HLA-B*55, HLA-B*54, HLA-
B*40, HLADRB1*04 allelleri pozitif iligskilendirilmistir (Cao ve ark., 2014). Bir baska
caligmada ise HLA-DRB1*11 ve HLA-DRB1*03 allelleri KBY ile pozitif iliskili olarak
bulunmusken, HLA-DRB1*08 allelinin hastalikla negatif iliskili oldugu vurgulanmistir
(Dai ve ark., 2015). Yapilan arastirmalara gére Amerika’da Afrika, Ispanyol, Hindistan
ve Asya kokenlilerde Tip 2 diyabetten dolay1 KBY riski daha yiiksektir
(https://www.kidney.org/atoz/content/diabetes, Erisim tarihi: 13 Mayis 2019). Heniiz

molekiiler tekniklerin gelisip kullanilmadigi bir donemde, Tiirkiye’de serolojik yontem
ile yapilan bir ¢alismada, KBY"li hastalar ile HLA arasinda bir iligki olmadig1 sonucuna
vartlmistir (Yasavul ark., 1993). Giliniimiizde insanlarda, gelismis molekiiler teknikler ile
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belirlenmis  20.000’den fazla HLA smf 1 wve 1II alleli bulunmaktadir.
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html, erigim tarihi 17 Mayis 2019). Tiirkiye’de

KBY ile HLA iliskisine yonelik ilk kapsamli arastirmada, 2010 yilinda Karahan ve ark.
en sik rastlanan HLA alellerinin sirasiyla HLA- A*02, HLA-DRB1*11 ve HLA-B*35
oldugu tespit edilmistir (Karahan ve ark., 2009; Karahan ve ark., 2010). Karadeniz Teknik
Universitesi ve Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim dallarinda 2014 ve 2017 yillarinda yapilan iki farkli tez calismasinda sirasiyla
Trabzon’da KBY olan bireylerde en sik HLA-A*02, HLA-B*35 ve HLA-DRB1*11
allelleri tespit edilmistir. Fakat bu allellerin kontrol grubunda da sik goriilmesi nedeniyle
KBY ile HLA allelleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir
(Cansiz A., 2014). Antalya’da ise KBY’de en sik goriilen HLA allelleri HLA-A*03, HLA-
B*35, HLA-DRB1*12 olarak bulunmustur. Bu allellerden HLA-A*03 ve HLA-B*35
saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli oldugu bildirilmistir.
Pozitif iligkili alllerin aksine; HLA-A*24, A*26, HLA-B*07, -B*08, B*51, HLA-
DRB1*13, DRB1*11, DRB1*03 alleleri hastalikla negatif iliskili olarak bulunmustur
(Karakus B., 2017). Membran6z ve diyabetik nefropatinin gelismesinde, HLA-DR3
allelinin pozitif iligkili oldugu, buna karsin idiopatik IgA nefropati gelisiminde koruyucu
etkisi oldugu Ingiltere, Fransa, Cin ve Giiney Amerika’da yapilan serolojik ¢alismalarla
gosterilmistir (Watts ve ark., 1992; Chevrier ve ark., 1997; Doxiadis ve ark., 2001). Bu
bilgiye ilave olarak ayrica, Misir popiilasyonunda diyabetik nefropati ile HLA-DRB1*03
ve HLA-DRBI1*11'in iligkili oldugu kanaatine varilmistir (EI-Gezawy ve ark., 2011).
Meksika’da Tip 2 diyabete baghh SDBH ile HLA- DRB1*15 ve DQB1*05 allelleri
hastaliga yatkinlik gosterirken, Meksika ve ABD’de HLA-DRB1*04 allelinin negatif
iliskili (koruyucu) oldugu bildirilmistir (Ruiz-Morales ve ark., 2004; Alaez ve ark., 2008).
Tiirkiye’de Istanbul, Trabzon ve Antalya’da yapilan yaym ve tez ¢alismalarinda yapilan
istatistiksel analizlerin sonucunda, HLA-A*25, A*66 A*69, HLA-B*08, B*55 B*58,
HLA-DRB1*03 ve DRB1*04 allelleri diyabetik nefropati ile pozitif iliskili olarak
tanimlanmistir. HLA-DRB1*03 ve DRB1*07 allellerinin ise koruyucu (negatif iliskili)
oldugu gosterilmistir. (Karahan ve ark., 2009; Karakus B., 2017; Cansiz A., 2014).
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Italya, Amerika Birlesik Devletleri, Cin ve diger iilkepopiilasyonlarinda yapilan
caligmalarda, immiin kompleks aracili glomeriilonefrit HLA-DRB1*04 ile
iliskilendirilmistir (Yang ve ark., 2009; Chang ve ark., 2012; Jiyun ve ark., 2012).
Ramanathan ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise nefrotik sendrom ile
DRB1*07, DQB1*02 alleleri arasinda kuvvetli pozitif iligkili bulunmusken, DRB1*10,
DQB1*05, DQB1*06 allelleri hastaliga kars1 koruyucu olarak tespit edilmistir
(Ramanathan ve ark., 2016). Tiirkiye’de Trabzon’da yapilan bir ¢calismada HLA-B*08
alleli, glomertilonefrit ile pozitif iliskili, HLA-DRB1*04 alleli ise negatif iliskili olarak
bulunmustur (Cansiz A., 2014). Antalya’da ise HLA-A*24 alleli glomeriilonefrit ile
pozitif iligkili olarak tespit edilmistir. Arastirmacilar, Antalya-Trabzon farkinin HLA
polimorfizimden kaynaklanabilecegi kanaatine varmislardir (Karakus B., 2017).

Hipertansiyon ve KBY arasindaki iliskiyi arastiran literatiirdeki nadir ¢alismalarda; ABD’
de HLA-B*35 ve HLA-DRB1*03 allellerini tasiyan bireylerde hipertansif nefropatiye
bagli KBY goriilen bireylerde allel frekanslari istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Freedman ve ark., 1991). Tiirkiye’de Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Genetik programinda yapilan bir tez ¢aligmasinda hipertansiyon etiyolojili
KBY hastalarinda HLA-A*02, HLA-DRB1*01 ve HLA-DRB1*03 alelleri hastalikla
pozitif iligkili olarak tespit edilmis, HLA-DRB1*13 alleli ise hastalikla negatif iligkili
(koruyucu) olarak degerlendirilmistir (Karakus B., 2017). Yukarida sadece KBY
etiyolojilerine gére HLA iliskisi arasinda bulunmus allel frekanslar ile ilgili literatiirdeki
bilgi ve bulgular paylasilmistir. Daha 6nce ¢aligma grubumuzun Antalya ve Trabzon’daki
etiyolojilere gore KBY ve HLA iliskisi verilerine bagli kalinmistir. Bu ¢alismada daha
¢ok Lum-DSA XM basta olmak iizere farkli caprazlama yontemlerinin sonuglari ile HLA

iliskisine 6nem verilmistir.
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Panel reaktif antikor (PRA) pozitifligi ile HLA allel frekans1 arasindaki iligkiyi arastiran
siirli sayida ¢alisma mevcuttur. Kreisler ve ark. tarafindan HLA-DRB1*02 alleline sahip
kisilerin artmis PRA pozitifligi ile iliskili oldugu belirtilmistir (Kreisler ve ark., 1988).
Fuller ve ark. ise DRB1*01 ve DRB1*03’iin PRA pozitifligi ile korele olduklarini (Fuller
ve Fuller, 1999), Heise ve ark. ile Karakus B. HLA-B*44, B*53 ve A*02 ile birlikte HLA-
DR*02 pozitifliginin yiikksek PRA pozitifligi ile baglantili oldugunu gdstermislerdir
(Heise ve ark., 2001; Karakus B., 2017). Tirkiye’de ti¢ farkli calismada, PRA ile HLA
allelleri arasinda bir iliski olup olmadig1 arastirilmistir. Karahan ve ark., PRA negatif
hastalara gore PRA pozitif hastalarda HLA-A*03, HLA-A*66 ve HLA-B*18 allelerinin
frekansinin daha fazla oldugunu belirtmislerdir (Karahan ve ark., 2010). 2015 yilinda
yapilan bir ¢alismada PRA’s1 pozitif olan hastalar ile PRA’s1 negatif olan hastalarin HLA
allel frekanslar1 belirlenerek, PRA pozitif olan hasta grubunda HLA-A*24, HLA-B*50,
HLA-DRB1*01 allel frekanslar1 negatif olanlara gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Uygun F.D.K., 2015). Antalya’da Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Genetik programinda yapilan bir yiiksek lisans tez ¢alismasinda ise hem
PRA smif I hem de sinif II pozitif olan KBY hast”alarinda sirasiyla HLA-A*02, A*24,
HLA-B*35 ve HLA-DRB1*11 en sik goriilen alleller olarak tanimlanmigtir. PRA smif 1
pozitif, sinif Il negatif olan KBY hastasi bireylerde HLA-A*03 ve HLA-DRB1*04 en sik
goriilen alleller olarak belirlenmistir. PRA sinif II pozitif, PRA sinif I negatif olan KBY
goriilen bireylerde en sik goriilen allellerin HLA-A*02, A*24 ve HLA-B*35 oldugu
saptanmistir (Karakus B., 2017).

Insanlarin ebeveynlerinden kalitilip hiicre yiizeylerinde ko-dominant eksprese ettigi HLA
molekiillerinin birinci vazifesi kendine genetik olarak yabanci olani biiyiik bir dogrulukla
tanimaktir. Viicut nakledilen organlardaki HLA molekiillerini tanir ve yabancilik oranina
gore ozel antikorlar olusturur. Her nakil 6ncesinde hasta ve vericilerin immunogenetik
olarak degerlendirilmesi i¢in; ABO kan gruplari, HLA doku gruplari, anti-HLA
antikorlar1 (Panel Reaktif Antikor = PRA) ve CDCXM, FCXM veya Lum-DSA XM
testlerinin rutin olarak yapilmasi gerekir (Anasetti ve ark., 1990; Gebel ve ark., 2003).
Vericiye 6zgii PRA (donor spesifik antikor-DSA veya Single antijen) saptandiginda,
saptanan antikorun IgG, IgM tipinde mi oldugu, T veya B hiicresine mi 6zgii oldugunun

onceden bilinmesi, rejeksiyon riskinin derecesini belirleyip ona gore 6nlem alinmasina
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yardimer olur (Bray, 1994; Giingor, 2017). Hastalarda PRA gelismesinde daha onceki
nakil, kan transfiizyonu ve gebeligin rol oynadigi bilinmektedir (Dickstein ve ark., 2008).
Solid organ nakli sonrasinda de nova DSA olugma olasiligiin en yiiksek oldugu durum
‘nakil ge¢misi olan hastalar’ olarak tespit edilmis, bunu sirasiyla ‘kan transfiizyonu ve

gebeligin’ takip ettigi belirtilmistir (Jordan ve Vo, 2014).

Calismamizda, hastalarin %14 (n=82)'iinde PRA Siif I tanimlama testi pozitif iken, PRA
Siif I tanimlama testi ise %20,4 (n=119)'linde pozitif sonu¢ verdigi goriildi. Ayrica
calismamizda bobrek nakli i¢in 6nemli olan kan grubu uyumuna azami 6lgiide dikkat

edilmistir.

Bobrek nakli dncesinde immunogenetik degerlendirme testlerinden bir digeri de Cross-
match testleri olup; vericideki HLA molekiillerine karsi, alicida anti-HLA antikorlarinin
saptanmasi amactyla yapilan testlerdir. Testin yapilmasinin asil faydasi antikor aracili
hiperakut organ reddinin engellenmeye calisiimasidir. Terasaki ve ark. (Patel ve Terasaki,
1969) yaptig1 calismada CDCXM test sonucu pozitif olan hastalarin akut greft kaybi i¢in
yiksek risk tagidigini gostermislerdir. CDCXM testi eger pozitif ise nakilden
vazgegcilmelidir. Anti-HLA (PRA) disindaki diger bazi antikorlarin klinik olarak iligkili
olup olmadigi halen tartigmalidir (Kogyigit ve ark., 2019) Laboratuvarimizda da
uyguladigimiz ¢aprazlama testlerinin baslicalar;; CDCXM, FCXM ve Luminex
caprazlama (Lum-DSAXM)’dir. Bu ¢alismada 586 hastaya yapilan farkli caprazlama
(CDCXM, FCXM ve Lum-DSA XM) test sonuglar1 incelendi ve HLA ile iligkisinin olup
olmadig istatistiksel olarak degerlendirildi. Ilk elde etti§imiz bulgulara gére, CDCXM
testlerinde tiim hastalarin %17,1 (n=100)"1 pozitif, %82,9 (n=484)'unun negatif tespit
edildigi goriildii. FCXM testlerinde 586 hastanin %19,3 (n=113) pozitif sonug¢ vermis ve
%80,7 (n=471) negatif oldugu goriilmiistiir. Lum-DSA XM testlerinin %14 (n=82)"linlin
pozitif sonu¢ verirken, %86 (n=502)'sinin negatif oldugu goriildii. Bu bulgulara gore
cesitli literatiirlerde de belirtildigi gibi en hassas gelismis metodun Lum-DSA XM oldugu

gorilmektedir.

Bobrek nakillerinde, hasta ile vericisi arasinda HLA doku uyumu oraninin yiiksek olmast
daima avantaj teskil eder. Ciinkii, hiicreler yiizeylerindeki HLA molekiilleri ile kendinden
olmayani yiiksek dogrulukta tanirlar ve farkli olan HLA molekiilleri edinsel immiin cevabi
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aktiflestirerek rejeksiyona neden olurlar (Giileg ve ark., 2019). Calisma grubunda nakil
Oncesi yapilan farkli caprazlama ve HLA doku grubu testleri ile hasta ve verici lehine en
uygun immunogenetik tercih yapilmistir. Calismamizda, hastalarin HLA doku tipleme
sonuglarma gore en sik goriilen HLA-A grubunda en yliksek frekanslar1 sirasiyla HLA-
A*02 %22 (n=257), A*24 %16 (n=185) ve A*03 %11 (n=129) olarak saptanmustir.

HLA-B grubunda ise HLA-B*35 %17 (n=190), B*51 %14 (n=156) ve B*44 %8 (n=86)
olarak saptanmistir. HLA-DRB1 grubunda da HLA-DRB1*11 %22 (n=260), DRB1*04
%18 (n=211) ve DRB1*03 %11 (n=126) olarak saptanmustir.

Literatiirdeki i¢ farkli arastirma sonucuna gore; CDCXM testinde negatif sonu¢ veren
hasta 0rneklerinin FCXM testinde pozitif olarak belirlemisler (sirasiyla %3,4’1 %8,7 ve
%19,1). CDCXM testi, organ nakli sonrasi saatler/giinler igerisinde meydana gelen gok
diisiik seviyedeki DSA’lart belirleyebilecek kadar yiiksek hassasiyette degildir (Gebel ve
ark., 2003; Koktathong ve ark., 2005). immunogenetik riskleri belirlemek i¢in daha
gelismis XM test yontemlerine ihtiyag vardir (Wang ve ark., 2008). Bobrek nakli aday1
icin bilimsel verilerin 1s18inda; hem FCXM hem de CDCXM sonucu negatif ise diisiik
immiinolojik risk grubuna girer ve nakil disiiniilebilir. FCXM negatif, DTT ilaveli
CDCXM pozitif ise nakil yapilmasi uygun degildir. Clinkii bu sonug¢ hiperakut red igin
yiiksek risk anlamina gelir. Eger FCXM pozitif, CDCXM negatif ise daha 6nce de nakil
oykiisti yok, kan transfiizyonu yapilmamis, gebelik gegirmemis kisilere orta risk grubunda
oldugundan uygun tedavi yontemleriyle birlikte nakil diisiiniilebilir (Scornik ve ark.,
1994). Son yillarda gelistirilen Luminex teknolojisi sisteminin (kat1 faz yontemleri, akis
esasli boncuk analizleri) CDCXM yo6nteminden ¢ok daha hassas oldugu kanitlanmis ve
diger yoOntemler tarafindan belirlenemeyen HLA antikorlarmin saptanabilecegi
gosterilmistir (Tait ve ark., 2009). Luminex DSA XM, sadece HLA vya kars1 olusmus
antikorlarin (komplemani fikse eden ya da etmeyen) varligini saptar ve olusan antikorun
hangi smif HLA’ya karst olustugunu verir (Boldt ve ark., 2006). Bu durum DSA
yonteminin diger yontemlere kars1 bir avantajidir. Yaptigimiz calismada farkli ¢aprazlama
testi uyguladigimiz hastalardan elde ettigimiz HLA allel frekanslar1 bulgular kisminda
yazili metin, tablo ve grafikler ile yansitilmigtir. CDCXM testi yapilan 586 hastanin 105’1
pozitif, 481’ide negatif sonu¢ vermistir. CDCXM pozitif ve CDCXM negatif (kontrol
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grubu) HLA allelleri arasinda yapilan istatistiki analiz sonuglarna gore; HLA-A*01
(p=0.000025), A*02 (p=0.0305), A*25 (p=0,0428), A*29 (0.0454), HLA-B*08
(p=0.004), B*35 (p=0.001), B*52 (p=0.005) alelleri pozitif iligkili olarak tespit edilmistir.
FCXM calisilan 583 hastadan, 114’1 pozitif, 469 hasta ise negatiftir. FCXM pozitif ve
FCXM negatif hastalarin HLA allelleri istatistiksel olarak incelendiginde; HLA-A*29
(p=0.0246) ve HLA-DRB1*01 (p=0.0046) KBY ile pozitif iliskili olarak anlamli
bulunmustur. HLA-B grubunda istatistiksel bir anlamlilik gériilmemistir. LUm-DSA XM
testi yapilan 586 hastanin 83’ii pozitif, 503’iide negatif sonu¢ vermistir. LUum-DSA XM
pozitif ve Lum-DSA XM negatif (kontrol grubu) hastalarin HLA allelleri arasinda yapilan
istatistiksel analizlerin sonucuna gére, HLA-A*29 (p=0.003), HLA-B*08 (p=0.036) ve
HLA-DRB1*01 (p=0.001), DRB1*03 (p=0.0384) allelleri hastalikla pozitif iligkili olarak
bulunmustur. Heniiz literatlirde ¢aprazlama yontemleri ile HLA allel frekanslar1 arasinda

iligkiyi gosteren veri olmayisi bizim Onceligimizi olusturmaktadir.

Sonugta farkli ¢aprazlama test yontemlerini kiyaslarsak, Lum-DSA XM testi; ¢cok diisiik
miktardaki antikor titresini tespit edebilirken, FCXM; orta diizeyde antikor titresini,
CDCXM; dondre spesifik antikorlari saptayabilmesi i¢in serumda yiiksek miktarda
antikor olmasi1 gerekmektedir. Caprazlama testleri ile ilgili yapilan calismalarda,
sensitivitesi en yiiksek test solid faz yontemine dayali Lum-DSA XM iken, FCXM orta
diizeyde, CDCXM’in sensitivesinin ise en diisiik diizeyde oldugu gosterilmistir Lum-DSA
XM > FCXM > CDCXM). Literatiirde, Luminex teknolojisi sirasiyla CDC ve ELISA
yontemleriyle karsilagtirilmis ve Luminex teknolojisinin en duyarli oldugu belirtilmistir
(Stisal ve ark., 2013). Muhtemel kotii tiziicii sonuglar ile yiizlesmemek igin Onceki
serumlarinda PRA pozitifligi olan hastalarin, CDCXM ve FCXM sonucu negatif olsa bile
Lum-DSA XM ile donore spesifik antikor varligi agisindan arastirilmalart hatta LSA ve
Clq gibi diger testlerin de yapilmasi, olast immiinolojik risklerin tam anlami ile
degerlendirilmesine olanak saglar (Crespo ve ark., 2013; Kogyigit ve ark., 2019).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, biitiiniiyle degerlendirildiginde literatiirdeki diger

caligmalarin sonuglari ile olduk¢a uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Ulkemizde birgok merkezde Saglik Bakanligmin da kabulii ile bobrek nakli icin HLA-A,
-B ve -DRB1 uyumu incelenmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda HLA-C, -
DQAL ve -DQB1 uyumunun da bobrek nakli dncesi rolii ve greft sag kalim siiresindeki
etkisinin 6nemli oldugu 6ne strilmiistir (Heise ve ark., 2001; Duquesnoy ve Marrari,
2011). Immunogenetik degerlendirme testlerinde, PRA pozitifligi olan hastalara
yaptigimiz Luminex yontemli kat1 faz boncuk temelli single antigen testlerinde (LSA) bu
yorumu rahat¢a gézlemekteyiz. Alici ve vericideki farkli HLA molekiilleri doku veya
hiicre redlerine sebep olabilirler (Chinen ve Buckley, 2010). Hsia ve ark. yaptigi bir
calismada, hasta ve dondrlerde HLA-DQ uyumunun sag kalima fayda sagladigim
belirtmislerdir (Hsia ve ark., 1993). Rene J. Duquesnoy ve ark. ise yaptiklari ¢alisma ile,
HLA-C doku tipi uyusmayan hastalarda gelisen HLA-C antikorlarinin, bobrek nakli
basarisizliklarina katkida bulundugunu rapor etmislerdir. Yapilan caligmalar 1s1ginda
bobrek naklinde, HLA-C, DQB1 ya da DQA1 doku tiplemesinden yararlanilmasi
gerektigi aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Choo, 2007; Duquesnoy ve Marrari,
2011; Picascia ve ark., 2012). Laboratuvarimizda, PRA pozitifligi olan hastalara
uyguladigimiz LSA (Luminex Single Antijen) testi sonucunda HLA-C, DQB1 veya
DQAL allelerine kars1 antikor tespit edilmesi durumunda, hasta ve vericilerin bu HLA

doku gruplar ilave olarak sekans bazli tipleme yontemiyle (SBT) calisilmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

KBY hasta ve dondr adaylarina yapilan farkli caprazlama test sonuglarina gore;

a. CDCXM pozitif %17,1 (n=100) /CDCXM negatif %82,9 (n=484).

b. FCXM pozitif %19,3 (n=113) /FCXM negatif %80,7 (n=471).

c. Lum-DSA XM pozitif %14 (n=82) /Lum-DSA XM negatif %86 (n=502).
KBY hastalarinin anti-HLA antikorlar1 (PRA) tanimlama test sonuclarina gore;

a. PRA Simif I tanimlama testi %14 (n=82)’tinde pozitif iken,

b. PRA SmfII tanimlama testi %20,4 (n=119)’sinde pozitif bulundu.
. Hastalarin CDCXM ve Lum-DSA XM iki farkli yontem ile elde edilen sonuglari
asagidaki gibidir.

a. CDCXM pozitif/Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayis1 58 (%10)’dir.

b. CDCXM negatif/Lum-DSA XM negatif olan hasta sayis1 462 (%79)’dir.

c. CDCXM negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayisi 24 (%4)’tiir.

d. CDCXM pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayis1 42 (%7)’dir.

Hastalarin FCXM ve Lum-DSA XM iki farkli yontem ile elde edilen sonuglari
asagida verilmistir.

a. FCXM pozitif /Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayis1 70 (%12)’dir.

b. FCXM negatif/Lum-DSA XM negatif olan hasta sayis1 460 (%79)’dur.

c. FCXM negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayis1 12 (%2)’dir.

d. FCXM pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayis1 44 (%8)’diir.

. Hastalarin PRA sinif I degerleri ile Lum-DSA XM sonuglar1 asagida verilmistir.
a. PRA smif I pozitif/Lum-DSA XM pozitif olan hasta sayis1 41 (%7)’dir.
b. PRA smif I negatif/Lum-DSA XM negatif hasta sayis1 463 (%79)’dur.

c. PRA smif I negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayis1 41 (%7)’dir.

d. PRA smif I pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayis1 41 (%7)’diir.

58



10.

11.

12.

Hastalarin PRA simif IT degerleri ile Lum-DSA XM sonuglari asagidaki verilmistir.
a. PRA smnif II pozitif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayisi1 44 (%8)’diir.
b. PRA smif II negative/Lum-DSA XM negatif hasta sayis1 429 (%73)’dur.
c. PRA smnif I negatif/Lum-DSA XM pozitif hasta sayis1 38 (%6)’dur.
d. PRA sinif II pozitif/Lum-DSA XM negative hasta sayisi1 75 (%13)’dir.

Hastalarin tamaminin (n=586) HLA doku tipleme sonuglarina gére HLA-A*02
%22 (n=257), A*24 %16 (n=185), A*03 %11 (n=129), HLA-B*35 %17 (n=190),
B*51 %14 (n=156), HLA-DRB1*11 %22 (n=260), DRB1*04 %18 (n=211) ve
DRB1*03 %11 (n=126) en sik goriilen alleller olarak saptanmuistir.

CDCXM pozitif hasta grubunda; HLA-A*02 (%21.9), A*01 (%14.28), A*24
(%12.85), HLA-B*35 (%18.57), B*51 (%12.38) HLA-DRB1*04 (%20),
DRB1*11(17.14), DRB1*03 (%11.9) ve DRB1*15 (%10.47) allelleri digerlerine
gore daha yiiksek siklikta bulunmustur.

CDCXM negatif hasta grubunda HLA-A*02 (%22.24), A*03 (%12.05), A*24
(9%16.32), HLA-B*35 (%15.69), B*51 (%13.72), HLA-DRB1*03 (%10.49),
DRB1*04 (17.74) ve DRB1*11 (%23.18) allelleri digerlerine gore daha yiiksek
siklikta bulunmustur.

CDCXM pozitif ve negative hastalarin HLA gruplarina yapilan istatistiki
analizinin 1s1ginda; HLA-A*01 (p=0.000025), A*02 (p=0.0305), A*25
(p=0,0428), A*29 (0.0454), HLA-B*08 (p=0.004), B*35 (p=0.001) ve HLA-B*52
(p=0.005) alelleri pozitif iligkili olarak tespit edilmistir. HLA-DRB1 grubunda
istatistiksel bir anlamlilik goriilmemistir.

FCXM pozitif olan hastalarda HLA-A*02 (% 18.85), A*24 (%15.35), A*01
(9%10.96), A*11 (%210.08), HLA- B*35 (%18.85), B*51 (%10.08), HLA-
DRB1*04 (%19.73), DRB1*11 (%18.85) DRB1*03 (%12.28) ve DRB1*15

(%10.52) en sik goriilen alleller olarak belirlenmistir.

FCXM sonucu negatif olan hastalarda HLA-A*02 (% 22.81), A*03 (%11.62),
A*24 (%15.77), HLA-B *35 (%15.67), B*51 (%14.07), HLA-DRB1*03
(%10.44), DRB1*04 (%17.69) ve DRB1*11 (%22.92) en sik goriilen alleller

olarak belirlenmistir.
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13.

14.

15.

16.

17.

FCXM pozitif ve negative hastalarin HLA gruplarina yapilan istatistiksel
analizlerin sonucuna gére HLA-A*29 (p=0.0246) ve HLA-DRB1*01 (p=0.0046)
KBY ile pozitif iliskili olarak anlamli bulunmustur. HLA-B grubunda istatistiksel

bir anlamlilik goriillmemistir.

Lum-DSA XM pozitif hastalarin HLA doku tipleme sonuglarina gore; HLA-A*02
(%21,68), A*01 (%13,85), A*24 (%13,85), HLA-B*35 (%19.87), B*51
(%12.65), HLA-DRB1*01 (%11.44), DRB1*03 (%15.66), DRB1*04 (%15.66),
DRB1*11 (%19.27) ve DRB1*15 (%10.2) en sik gozlenen alleller olarak tespit

edilmistir.

Lum-DSA XM negatif hastalarin (kontrol grubu) HLA doku tipleme sonuglarina
gore HLA-A*02 (%21,96,) A*24 (%16,1), A*03 (%11,82), HLA-B*35 (%15.37),
B*51 (%13.41), HLA-DRB1*11 (%22.66), HLA-DRB1*04 (%18.38) en sik

gbzlenen alleller olarak tespit edilmistir.

Lum-DSA XM pozitif ve negative hastalarin HLA gruplarina yapilan istatistiksel
analizlerin sonucuna gore, HLA-A*29 (p=0.003), HLA-B*08 (p=0.036) ve HLA-
DRB1*01 (p=0.001), HLA-DRB1*03 (p=0.0384) allelleri hastalikla pozitifiliskili

olarak bulunmustur.

Bobrek nakli oncesi yapilan ¢aprazlama testlerinin birbirlerine karsi avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Testleriin tek basina degil altin standart kacul edilen
CDCXM’e en az bir tanesinin ilavesiyle (FCXM veya Lum-DSA XM) iki farkli
testin birlikte rutin yapilmasi daima organ nakli risklerini belirlemede avantajdir.
Organ ve doku nakillerinin basarisini artirmak i¢in 4 basamakli (digit) yiiksek
¢ozintrlikli HLA-A, B, DRB1’in yan1 sira HLA-C, DQ, DP ve Luminex Single

Antijen gibi daha ileri testlerin yapilmasindan kaginmamak gerekir.
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