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OZET

TRANSPLANTASYON BASARISINDA ETKIiLI OLAN DONORE OZGUN
ALLOREAKTIF HAFIZA B HUCRE REZERVININ DEGERLENDIRILMESI

Hande AKALAN

Biyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN
Alloantikorlara ek olarak, alloreaktif hafiza B hiicre (hnBH) rezervi, transplantasyon siiregleri
sirasinda immiinolojik risk degerlendirmesi i¢in bir potansiyele sahiptir. Su anda alloreaktif
hBH degerlendirmesi igin, HLA tetramer boyama kullanilarak dogrudan Akim Sitometri (FC)
analizi bir segenektir. Poliklonal olarak uyarilmis alloreaktif hBH'ler tarafindan firetilen
alloantikorlarin in vitro kiiltiir sisteminde degerlendirilmesi, baska bir yararli yaklagim gibi
goriinmektedir, ancak bu yaklasimda ilave islemlere gereksinim vardir. Bu ¢alismada, hBH
tespiti i¢in in vitro poliklonal olarak aktive edilmis hBH kiiltiir siipernatanlarinin ve potansiyel
donoriin lenfositlerinin kullanildigi Akis Sitometrik Capraz Eslestirmenin (FCXM-siipernatant)
kullanighiligini arastirdik. Allosensitize edilmis 10 bobrek nakli hastasindan elde edilen
poliklonal olarak aktive edilmis hBH'lerin kiiltiir siipernatanlari ile bunlarin alloimmiinize
olmayan donérlerinin lenfositleri ve karsilikli olacak sekilde FCXM-siipernatant deneyleri
yapildi. HLA tiplemesi SSP yontemi ile yapildi. [n vitro aktiflestirilmis alloreaktif hBH'ler
tarafindan iretilen anti-HLA antikorlar da Luminex testleri ile degerlendirildi. hBH’lerin in
vitro poliklonal aktivasyonunun basarisi, toplam IgG Elisa testi ve FC tarafindan antikor
salgilayan hiicre analizleri ile degerlendirildi. Dondre 6zgii alloreaktif hBH'ler, allosensitize
edilmis 10 vakanin %40'inda FCXM-siipernatant tarafindan tespit edildi. Giiglii allosensitize
vakalarda tespit oran1 %75 (4’te 3) idi. Allosensitizasyon olmayan kontrol vakalarinda higbir
alloreaktif hBH tespit edilmedi. Allosensitize vakalarin FCXM siipernatant negatif sonuglart,
siipernatanlarin toplam IgG antikor testleri ile degerlendirilen diisiik diizeyde allosensitizasyon
ve yetersiz poliklonal stimiilasyon ile iligkiliydi. Bu ¢alismada, doku tipleme laboratuvarlarinda
gerceklestirilen rutin bir teste kolayca doniistiiriilebilmesi i¢cin FCXM-siipernatant testi

kullanilarak dondre 6zel bir sekilde alloreaktif hBH tespiti igin pratik bir metodoloji sunuyoruz.

Anahtar Kelimeler: immiinoloji, Molekiiler Biyoloji, Hafiza B Hiicresi, Transplantasyon

Immiinolojisi, Poliklonal Uyarim, Akis sitometrisi (FCXM)
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE DONOR SPECIFIC ALLOREACTIVE MEMORY B CELL
RESERVE AFFECTING THE TRANSPLANTATION SUCCESS

Hande AKALAN

Department of Biology
PhD Thesis
Supervisor: Associate Professor Duygu YASAR SIRIN
In addition to alloantibodies, alloreactive memory B cell (mBC) evaluation has a potential for
immunological risk assessment during transplantation processes. For the alloreactive mBCs
evaluation currently, direct Flow Cytometric (FC) analysis using the HLA tetramer staining is
an option. Evaluation of alloantibodies produced by the polyclonally stimulated alloreactive
mBCs in in vitro culture system seems to be another useful approach, but this needs further
downstream applications. In this study, we investigated the usefulness of the Flow Cytometric
Cross Match (FCXM-supernatant) in which in vitro polyclonally activated mBCs culture
supernatants and potential donor’s lymphocytes being used for the mBC detection. FCXM-
supernatant assays were performed between culture supernatants of polyclonally activated
mBCs obtained from allosensitized 10 renal transplant patients, and their non-alloimmunized
donors’ lymphocytes, and vice versa. HLA typing was performed by SSP method. Anti-HLA
antibodies produced by in vitro activated alloreactive mBCs were also evaluated by the
Luminex assays. The success of in vitro polyclonal activation of mBCs was evaluated by a total
IgG ELISA test and antibody secreting cell analyses by FC. Donor specific alloreactive mBCs
were detected by FCXM supernatant in 40% of the 10 allosensitized cases. Detection rate was
75% (3 out of 4) in the strongly allosensitized cases. No alloreactive mBCs was detected in
control cases without allosensitization. FCXMsupernatant negative results of the allosensitized
cases were related to low level of allosensitization and insufficient polyclonal stimulation
evaluated by total 1gG antibody tests of the supernatants. We herein report a practical
methodology for alloreactive mBC detection as a donor specific manner using the FCXM-
supernatantassay so that this would easily be transformed into a routine test performed in tissue

typing laboratories.

Keywords: Immunology, Molecular Biology, Memory B Cell, Transplantation Immunology,

Polyclonal Stimulation, Flow Cytometry
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1. GIRIS

Organ nakli glinlimiizde kronik organ yetmezligi olan hastalar i¢in 6nemli bir tedavi
secenegidir (Triulzi vd., 2009). Organ naklinin basarisi i¢in nakil 6ncesi yapilan immiinolojik
degerlendirmede, alicida halihazirda var olabilen allojenik antikorlarin varliginin arastirilmasi
onemli bir yer tutmaktadir (Ojo vd., 2013). Bu tip antikorlarin 6nceki organ nakilleri, gebelikler
ve kan transfiizyonlari nedeniyle gelistigi disiiniilmektedir (Nouel, 2014). Organ nakli
agisindan en 6nemli antijenler Insan Lokosit Antijenleridir (HLA). Bunun yaninda HLA dis1
diger bazi antijenler ve bunlara karsi olusturulan antikorlar da organ naklinde 6nemli
olabilmektedir (Can vd., 2016; Lefaucheur vd., 2010). Nakil 6ncesi alicida halihazirda var olan
allojenik antikorlarin transplantasyondaki 6nemi 6zellikle hiperakut ret reaksiyonundaki rolleri
dolayisiyla gayet iyi bilinmektedir. Allojenik antikorlarin varligi akut ve kronik ret
reaksiyonlariyla da iliskilidir. Nakil sonrasi, de novo antikor olusumu da nakilin basarisini
etkileyen diger bir antikor kaynakli etkendir. Bu nedenlerle nakil 6ncesi ve sonrast testlerle alici
serumundaki alloreaktif antikorlarin detayli analizleri rutin olarak yapilmaktadir (Jackson vd.,
2011; Opelz, 2005). Giiniimiizde organ nakline hazirlanan hastalarda nakil 6ncesi serumdaki
allojenik antikorlar1 tespit etmek naklin basarisini 6ngdrmek acisindan son derece 6nemlidir.
Bu amagla doku tipleme laboratuvarlarinda rutin amagla kullanilan ¢ok sayida test mevcuttur.
Bu testlerin basinda Panel Reaktif Antikor (PRA) testi gelmektedir. PRA ile allojenik
antikorlara sahip olan hastalar (presensitize hastalar) belirlenebildigi gibi sensitizasyonun
derecesi de belirlenebilir. Diger yandan allojenik dondr spesifik antikorlarin (DSA) tespit
edilmesine ve alicinin potansiyel donérii acisindan degerlendirilmesine imkan saglayan
kompleman bagimli lenfositotoksisite ¢apraz uyum (CDC-XM), Akim sitometrik ¢apraz uyum
(FCXM) ve lumineks temelli DSA testleri 6nemli bir yer tutmaktadir (Piazza vd., 2006, Susal
vd., 2013). FCXM yontemi, genellikle sitotoksik etkili antikorlarin saptanmasinda vazgegilmez
bir yontem olan CDC-XM yontemiyle birlikte kullanilan, dondr spesifik allojenik antikorlarin
tespit ve kantite edilmesinde hassasiyeti yoniiyle 6n plana ¢ikan lenfosit temelli ¢apraz uyum
testidir (Graff vd., 2010, Na vd., 2015). Immiinolojik degerlendirmede kullanilan testler son
yillarda ¢esitlenmis ve gelismis olmasina karsin nakil sonrasi gelisen humoral reaksiyonlarin
sayist istenilen diizeye indirilememistir. Bunun sebeplerinden birisi de mevcut sartlarda nakil
oncesinde yapilan allojenik antikor degerlendirilmesinin, nakil sonrasi gelisebilecek potansiyel

humoral yanitin gercek biiyiikliiglinii belirlenmesindeki yetersizligidir.
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Humoral yanitta merkezi role sahip olan B lenfositlerin transplantasyondaki 6nemi son yillarda
giderek daha iyi anlasilmaya baslanmistir. B hiicreleri antikor aracili organ reddine sebep
olmanin diginda, antijen sunma yoluyla T hiicre aracili ret reaksiyonunda rol oynamaktadir
(Salvalaggio vd., 2009). Bunlarin disinda B hiicrelerin diizenleyici roller iistlendikleri de
bilinmektedir (Zielinski vd., 2013).

1.1 Literatiir Ozeti

Stegall vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bir grup hastada mevcut tekniklerle
serumdaki antiHLA antikorlar tespit edilememis olmasina karsin HLA spesifik hafiza B
hiicrelerinin varliginin gosterilmis olmasiyla, naklin basarisin1 6ngérme ve tedaviyi planlama
acisindan HLA spesifik hafiza B hiicrelerinin tespit ve kantite edilmesi 6nem kazanmistir. Bazi
arastirmacilar dolagimdaki hafiza B hiicre orani ile serumdaki spesifik antikor miktarlar
arasinda bir iliski oldugunu 6ne siirmelerine karsin, boyle bir iliskinin olmadigini sdyleyen
arastirmalarda mevcuttur (Caraux vd., 2010; Zachary vd., 2013). Bu nedenle alloreaktif hafiza
B hiicre rezervi serum antikor saptanmasindan bagimsiz bir parametre olarak immiinolojik
degerlendirmede yerini alabilir. Transplantasyon oncesi serum HLA antikoru negatif olan
ancak HLA spesifik B hiicreler acgisindan pozitif olan renal transplant alicilarinda nakilden
hemen sonra antikor iiretiminin HLA spesifik B hiicre negatif hastalara oranla daha fazla oldugu
gosterilmistir (Rojas vd., 2008). Bu bulgular HLA spesifik B hiicre rezervinin belirlenmesinin
klinik Onemini gostermektedir. Serumda alloreaktif antikor saptanmasi ve diizeyinin
belirlenmesi yaninda alloreaktif antikorlar1 sentezleme potansiyelini temsil eden alloreaktif
hafiza B hiicre rezervinin degerlendirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Nakil sonrasi grafti
hedefleyecek antikorlar1 olusturma potansiyeli olan B hiicre rezervinin tespit edilmesiyle naklin
basarisini etkileyen faktorlerin nakil dncesi degerlendirilmesinde dnemli bir bilgi elde edilmis
olacaktir. Diger taraftan alloreaktif B hiicre rezervinin belirlenmesi nakil dncesi B hiicre
rediiksiyonunu hedefleyen tedavi yontemlerinin gerekliligini ortaya koymasi agisindan da

onemlidir.

Antijen spesifik reaktif B hiicre popiilasyonlarinin fonksiyonel olarak tespit ve kantite
edilmesi hafiza B hiicrelerinin in vitro olarak antikor salgilayan hiicrelere donistiiriilmesine
dayanmaktadir. Hafiza B hiicrelerinin antijen spesifitesi ve miktarinin ¢alisilmasina olanak
saglayacak sekilde in vitro olarak aktive edilebildikleri ve antikor iireten hiicreler haline

gelebildikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (Zachary vd., 2007).
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Ayrica monoklonal antiHLA antikor {iretme yetenegine sahip alloreaktif hafiza B hiicrelerinin
periferal kandan elde edilerek in vitro olarak indiikklenmeleri de alloreaktif B hiicre rezervinin
belirlenmesi ve kantite edilmesine yonelik ¢alismalara katki saglamistir (Lanzavecchia vd.,
2006). Elispot yontemi antijen spesifik olarak antikor salgilayan B hiicrelerinin fonksiyonel
olarak tespit edilmesi i¢in modifiye edilmis bir ¢esit elisa yontemidir (Cao vd., 2010; Crotty
vd., 2004; Han vd., 2009). Elispot testi, cok az sayidaki 6zgiin B hiicre gruplarinin tespit
edilmesinde kullanisli bir yontem olmakla birlikte uygulama ve degerlendirmedeki
giicliiklerden dolay1 yaygin bir sekilde kullanilmamaktadir. FCXM yo6ntemi alloreaktif antikor
tespitinde rutin uygulamada yaygin bir sekilde kullanilan oldukg¢a hassas bir yontemdir. Bu
yontem ile poliklonal uyarim sonrasi kiiltiir siipernatantinda bulunan alloreaktif antikorlarin
dondr lenfositleri lizerine baglanmasi ve miktarinin tespit edilmesi nakil dncesi immiinolojik
degerlendirmeye 6nemli bir katki saglayabilir. Boylelikle alloreaktif antikorlarin dondre 6zgiin

bir sekilde saptanmas1 miimkiin olabilir.

B lenfositlerin in vitro kosullarda CD40 ligandi (CD40L) araciligiyla ¢ogaltilmasi,
farklilasmasi ve antikor salgilayan hiicrelere dondiiriilebilmesi 6nemli bir donlim noktasi
olmustur (Banchereau ve Rausset, 1991; Fecteau ve Neron 2003, Lanzavecchia vd., 2006;
Zachary vd., 2007b, Maiga vd., 2014; Nutt vd., 2015). Sonraki ¢alismalarda B lenfositlerden
daha fazla antikor elde edilmeye yonelik ¢abalar gézlenmektedir. Mulder vd. (2001) periferal
kandan topladiklar1 hafiza B hiicrelerini, CD40L kaynag: olan fibroblast hiicreleri ile ko-kiiltiir
yaparak ve ayni zamanda T hiicre kiiltiir siipernant1 ekleyerek in vitro olarak uyarmis ve antikor
iiretmeye sevk etmistir. Bu yolla elde ettikleri B hiicre kiiltiir slipernatantini daha énce HLA
genotipi ¢ikartilmis bireylerden olusan canli hiicre panelleri kullanarak CDC-PRA yontemiyle
test etmislerdir. Boylelikle periferal kandan elde edilen hafiza B hiicreleri kiiltiire edildiginde,
CDA40L ve diger sitokinlerle antijen spesifik olmayan bir sekilde uyarilarak antikor sentezleyen
hiicrelere dondiiriildiigiinde, B hiicre kiiltiir siipernatantinin 6ncii B hiicrelerin tespit
edilmesinde kullanisli olabilecegini gostermislerdir (Rousset vd., 1995). Mulder vd. (2001) bu
calismalarinda bazi olgularda CDC ve elisa yontemi ile tespit edilebilecek miktarlarda ¢ok

antikor tiretilebildigini gostermislerdir.

Hafiza B hiicre orami periferal kandaki B lenfositlerin yaklasik %?20-30’unu
olusturmaktadir (Mulder vd., 2001). Periferal kandaki hafiza B hiicre havuzu igerisinde eger
mevcutsa alloreaktif olanlar belirli bir oranda olacaktir. Bu durum ilgilenilen hiicre sayisini

oldukca diisiirmekte ve tespitini gili¢lestirmektedir.
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Periferal kandaki az sayida alloreaktif hafiza B hiicrelerin tespit edilmesindeki gligliikler kemik
iligi biyopsisi ile asilmaya c¢alisilmistir. Elispot testinin antikor salgilayan HLA spesifik B
hiicrelerin klinik degerlendirmesinde kullanilabilecegi ilk olarak Mayo klinikten bir grup
tarafindan Onerilmis ancak protokolleri kemik iligi biyopsisi gerektirdigi i¢in kemik iligi
almadaki giicliik nedeniyle rutin uygulamada yer bulmamistir (Perez-Andres vd., 2010). Leiden
tiniversitesinden bir grup ise periferal kandan HLA spesifik antikor salgilayan B hiicrelerin
HLA spesifik B hiicre elispot yontemi ile 6zglin ve hassas bir sekilde tespit edilebilecegini HLA
klas 1 antijenlerin rekombinant monomerlerini kullanarak gostermistir (Perry vd., 2008). Ayni
grup sonraki ¢alismalari ile HLA Klas 2 antijenleri i¢in de Elispot yontemiyle benzer bulgulari
yayimlamislardir (Heidt vd., 2012). HLA klas 1 ve klas 2 antijenlerine yonelik olarak hazirlanan
Elispot plakalar1 hafiza B hiicrelerinin poliklonal uyarilmasi ve Onceden plaka tabanina
yerlestirilmis HLA antijenleri araciligi ile tespit edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu amacla
hazir HLA spesifik Elispot plakalarinin hazirlanmasi, ticari bir iiriin olarak sunulmasi
amaglandig1r goriilmektedir. Bu sekilde uygulanan Klas-1 ve -2 spesifik Elispot yontemi
alicidaki alloreaktif B hiicrelerin bir panel olarak degerlendirilmesine imkan saglamaktadir. Bu
yoniiyle klas-1 ve 2 spesifik Elispot yontemi Panel reaktif hafiza B hiicre rezervi deneyi olarak
da nitelenebilir. Klas-1 ve -2 spesifik Elispot yontemi, HLA spesifik B hiicrelerin tespit
edilmesinde genel bir tarama 6zelligine sahiptir ve alicinin potansiyel dondre karsi alloreaktif
B hiicrelere sahip olup olmadigy, tespit edilen HLA spesifik B hiicrelerin potansiyel dondriin
HLA gruplart ile karsilagtirllmasiyla degerlendirilebilmektedir. Rutin uygulamalar i¢in
alinmasi en kolay hafiza B hiicre kaynag: periferal kandir. Ancak hafiza B hiicre sayisinin
periferal kanda diisiik olmas1 alloreaktif B hiicre tespitinde bir dezavantajdir. Hafiza B
hiicrelerinin antikor salgilayan hiicrelere doniistiiriilmesinde giincel gecerli metot CD40L, CpG

oligoniikleotid DNA ve diger baz sitokinlerle gergeklestirilen poliklonal uyarimdir.

B hiicrelerinin antijen bagimli ve antijen bagimsiz bir sekilde uyarildiktan sonra hizla
cogalarak antikor sentezleyen hiicrelere doniisebildigi bildirilmistir. AntiHLA antikorlar
acisindan bugiine kadar yapilan ¢alismalar hafiza B hiicrelerinin antijen bagimsiz bir sekilde
poliklonal olarak uyarilmasiyla gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalarda, sahip olunan biitiin hafiza
B hiicrelerinin aktif olarak antikor sentezleyen hiicrelere doniistiiriilmesi ve olusan antikorlar
icinden alloreaktif olanlarin tespit edilmesi yoluna gidilmistir. Ayn1 anda biitiin hafiza B
hiicrelerinden antikor sentezlenmesi ve analiz edilmesinin hedeflenen antiHLA antikorlarin

saptanmasinda bir dezavantaj olusturmasi beklenmelidir.
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Caligmamizda, ilgilenilen antiHLA antikorlar1 sentezleme yetenegine sahip hafiza B
hiicrelerinin bu potansiyellerini daha kuvvetli bir sekilde agiga cikarabilmek ve mevcut
tekniklerle analiz edilebilir seviyelerde antikor sentezlenmesini saglayabilmek i¢in literatiirde

yaygin bir sekilde uygulandig1 gdzlemlenen poliklonal uyarim gerceklestirilmistir.
1.2 Caliymanin Amaci ve Kapsami

Basta anti-HLA antikorlar1 olmak tizere alloantikorlar, o6zellikle bobrek nakli
hastalarinda nakil oncesi ve sonrasi immiinolojik degerlendirmeler i¢in ana hedeflerdir (Piazza
vd., 2006; Tait vd., 2013). Serumdaki alloantikorlara ek olarak, alloreaktif hafiza B hiicresi
(hBH) degerlendirmesi, immiinolojik degerlendirmeleri iyilestirme potansiyeline sahip olabilir
(Chong vd., 2015; Chong vd., 2018; Crespo vd., 2015; Lucia vd., 2015; Wehmeir vd., 2020).
Alloreaktif hBH'ler, antijenle yeniden karsilagsmasi veya hafizanin aktive olmasiyla alloantikor
tireten hiicrelere farklilasarak, daha yiiksek antikor aracili rejeksiyon riski ve kotii allogreft
sonucu ile iliskili alloantikor seviyelerini arttirabilir (Karahan vd., 2015; Bernasconi vd., 2002;
Burns vd., 2008). Alloreaktif hBH'lerin hem gesidi hem de miktari son yirmi yilda ilgi konusu
olmustur. Literatiir arastirmalar1, periferik alloreaktif hBH degerlendirmesi igin iki farkli
strateji oldugunu ortaya koydu. Biri, alloreaktif hBH'lerin HLA tetramer boyamasi kullanilarak
FC tarafindan dogrudan analizine dayanmaktadir. Bu yaklasimin dezavantajlari; sentetik HLA
molekiillerinin kullanilmasi, dolasimda alloreaktif hBH'lerin diisiik goriilme siklig1 ve tespit
edilen hiicrelerin alloantikor salgilama kapasitesini gdstermek icin ek adimlarin gerekliligidir
(Zachary vd., 2008; Mulder vd., 2013). Diger yaklasim, hBH'lerin in vitro poliklonal
aktivasyonunu ve onlar1 antikor (Ab) salgilayan hiicrelere doniistiirmesini gerektirir. Bu
nedenle alloreaktif hBH'ler, Ab tespiti ile dolayli olarak degerlendirilebilir (Crespo vd., 2015;
Karahan vd., 2015; Karahan vd., 2017). Alloreaktif hBH'ler, sentetik HLA molekiilleri
kullanilarak HLA'ya 6zgii ELISPOT analizi veya hiicre lizatlar1 kullanilarak dondre 6zgii hBH
ELISPOT analizi ile saptanabilir ve nicelendirilebilir. Her ikisi de rutin bir test olmakta gilicliik
¢eken ¢ok karmasik testlerdir (Heidt vd., 2012; Karahan vd., 2017). Ayrica, sentetik HLA
molekiillerini kullanan Luminex, tanimlama ve kantifikasyon i¢in giivenilirdir ancak in vitro
poliklonal olarak aktive edilmis hBH'lerin kiiltiir slipernatanlarindan Abs konsantrasyonu
gerektiren pahali bir testtir (Karahan vd., 2019; Wehmeier vd., 2020). Teknik zorluklar

nedeniyle, alloreaktif hBH'lerin degerlendirmesi heniiz rutin olarak ger¢eklestirilememektedir.

20



Ote yandan, Akis Sitometrik Capraz Eslestirme (FCXM), donére dzgii alloantikor tespiti veya
taramalari i¢in yaygin olarak kullanilan hassas bir yontemdir (Bilgen vd., 2017; Graff vd., 2010;
Guillaume 2018). Literatiirde aktif hBH'nin siipernatanlar1 kullanilarak FCXM tarafindan
degerlendirilen sinirli sayida vaka vardir (Karahan vd., 2019; Lucia vd., 2015). Bu nedenle, bu
calismayi periferik hBH'lerin saptanmasi igin FCXM testinin kullanigliligi hakkindaki bilgileri
genisletmek tizere planladik. Bu ¢alismada, periferik alloreaktif hBH'lerin in vitro poliklonal
aktivasyonunun ardindan, kiiltiir slipernatantlarinda biriken alloantikorlar, dondér veya

potansiyel dondriin lenfositleri kullanilarak geleneksel FCXM testiyle saptandi.

Calismamiz alloreaktif hafiza B hiicrelerinin diisiik maliyet ve yaygin kullanilan
yontemlerle degerlendirilmesi amaciyla var olan teknikleri kullanarak yeni bir metot
gelistirmeyi amaclamaktadir. Boylelikle Hafiza B hiicre rezervinin dondr spesifik olarak ortaya
konmasi, nakil merkezlerindeki immiinolojik degerlendirmede kullanisli olabilecek ve giincel

altyap1 olanaklar ile gergeklestirilebilir bir parametrenin kazandirilmasi: amaglanmaktadir.
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2. ORGAN NAKLI (TRANSPLANTASYON)

Hasta bireylerin saglikli, kaliteli, nitelikli bir hayat siirdiirebilmeleri i¢in modern tip
siirekli gelisim gostermektedir. Organ nakilleri de gelisim gosteren alanlarin basinda yer

almaktadir.

Insan viicudunda yer alan organlardan birinin ya da birkaginin herhangi bir nedenle
fonksiyonunu yerine getirememesi halinde canli, kadavra ya da beyin 6liimi gerceklesmis
bireylerden alinan saglikli, gorevini tam bir sekilde {istlenebilen ayni organin nakledilmesine
organ nakli (transplantasyon) denilmektedir. Nakli ger¢eklesen yap1 organ ya da doku olabilir.
Kadavradan gergeklestirilecek olan nakillerde dondriin tibbi Sliimiiniin (beyin &liimii)
gerceklesmis olmasi gerekmektedir. Kisinin hayatta iken kendi iradesi dogrultusunda tibbi
olimii gerceklestikten sonra doku ve organlarini hasta bireylerin tedavisinde kullanilmasina
onay vermesi ve bunu resmi olarak belgelendirmesine organ bagis1 denmektedir. Gilinlimiizde
bobrek, karaciger, akciger, pankreas, ince bagirsak, kalp, kemik iligi, kan, kornea, deri gibi

cesitli organlarin nakli gergeklestirilmektedir.
2.1 Organ Nakil Tarihgesi

[lk bobrek nakli 1902 yilinda Emerich Ullmann tarafindan bir kdpege uygulanan
ototransplant ve bir kopekten kegiye uygulanan ksenograft ile gerceklestirilmistir (Ullmann
1914). Jaboulay, 1906 yilinda domuz ve keg¢i dondrleri kullanarak insanda ilk bobrek nakil
caligmasini yapmistir. Ernst Unger, maymun dondrlerden almis oldugu bobrek organlarini
insan alicilarina nakletmistir. Yapilan tiim bu nakiller basarisiz olmus ve hastalarin tamami kisa
stire icerisinde hayatlarin1 kaybetmistir (Unger, 1910). 1904'te Carrel ve fizyolog Charles
Guthrie bobrek, tiroid, yumurtalik, kalp, akciger ve ince bagirsak nakilleri yapmistir (Malanin,
1979). 1933 yilinda Sovyet cerrah Voronay ilk insandan insana bobrek naklini
gerceklestirmistir. Bobregin donériin  6limiinden kisa bir siire sonrasina kadar temin
edilememis olmasi ve hasta dondr arasindaki kan uyusmazligi nedenlerinden dolay: nakil
basarili olamamistir (Voronay, 1937). Ikinci Diinya Savas: sirasinda Ingiliz zoolog Sir Peter
Brian Medawar yarali askerlerde deri yamalari lizerine galismistir. Ardindan ikiz hayvanlar
arasindaki deri yamalarinin reddedilmedigini bulmustur. Bunun {izerine viicudun gdstermis
oldugu reaksiyonun bagisiklik sistemi ile ilgili oldugunu ortaya koymus ve 1960 yilinda Nobel
Tip odiliinti almistir. HLA (insan 16kosit antijeni)’nin 1953 yilinda tanimlanmas: ile beraber

organ nakil immiino genetigi alaninda biiyiik bir adim atilmistir (Billingham vd., 1953).
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23 Aralik 1954'te Joseph Murray, hastanin tek yumurta ikizini insan bobrek nakli donorii olarak
kullanarak ilk basarili organ naklini gergeklestirmistir. (Merrill vd., 1956; Murray vd., 1955)
Hasta nakil sonrasi 8 yil yasamistir. Bu basarisi ile Dr. Murray Nobel Tip 6dili almistir. Murray
ve arkadaslar1 1962 de ilk kez kadavradan basarili allograft bobrek nakli yapmistir (Murray vd.,
1976). Yapilan basarili nakillerden sonra immunsupresyon iizerinde ¢alisiimaya baslanmistir.
[lk olarak Murray tiim viicut 1s1nlama yapmis ancak dliime sebebiyet verdiginden bu yontemin
kullanilmas:t durdurulmustur. Daha sonra immiinosupresif olarak 6-merkaptopurin ve
azatiopiirin kullanilmis ve diisiik dozlarmmin 1 yillik sagkalim artisinda etkili oldugu
goriilmustiir. 1980 yilinda MHC (biiylik doku uyumluluk kompleksi) antijenlerinin kesfi ile

basarili organ nakillerinin 6nii agilmistir (Petranyi, 1981).

Ulkemizde ilk allogreft bobrek nakli Dr. Mehmet Haberal ve ekibi tarafindan 1975
yilinda dondr olarak hastanin annesinden alinan bobregin 12 yasindaki ogluna nakledilmesi ile
gerceklestirilmistir (Haberal, 1995). 1990 yilinda ayni ekip ilk segmental karaciger naklini
yapmustir. Giin yiiziine ¢ikartilan immiino genetik mekanizmalar dogrultusunda uygulanan yeni
organ nakil metotlar1 tilkemiz tarafindan da kullanilarak nakil basarisinda artis1 saglamak
hedeflenmektedir. T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Organ ve Doku Bilgi Sistemi (TODBS)’ne
kayitl1 2016 yilinda 2637 canli ve 784 kadaverik olmak {izere toplam 3421 bobrek nakli, 2017
yilinda 2649 canli, 693 kadaverik toplam 3342 bobrek nakli ve 2018 yilinda ise 3009 canli, 858
kadaverik toplam 3867 bobrek nakli yapilmistir (http://organ.saglik.gov.tr (07.01.2019).)
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3. ORGAN NAKILLERINE iIMMUNOLOJIK YAKLASIM
3.1 Bobrek Nakil Oncesi Gerceklestirilen Immiinolojik Degerlendirmeler

Basaril1 bir organ nakli i¢in hasta ve donor arasinda immiinolojik agidan uyum olmasi
gerekmektedir. Nakil oncesinde olasi immiinolojik farkliliklarin saptanmasi i¢in ABO kan
grubunun belirlenmesi gerekirken doku uyumluluk antijenlerinin uyumu (HLA: insan 16kosit
antijeni) ve alict hastanin serumunda bulunan anti-HLA antikorlarinin varligi arastirilmalidir.

Giliniimiizde ¢esitli doku tiplendirme laboratuvarlarinda bu durumlar tespit edilebilmektedir.

ABO kan grubu antijen sistemindeki uyumsuzluk bobrek nakil basarisinin 6niindeki en
biiyiik engeldir. Anti ABO, A ve B antikorlar1 bu antijenlerin en az birini eksprese etmeyen kan
gruplarinda dogal olarak yapilmaktadir. Nakil esnasinda alic1 ve dondr arasinda bol miktarda
bu antikorlarin bulunmasi hizlica organ rejeksiyonunun meydana gelmesine neden olmaktadir.
Diger bir engel ise donoriin serumunda halihazirda bulunan anti-donér HLA antikorlaridir. Anti
HLA antikorlari; kan transfiizyonlari, ¢oklu gebelik, birden fazla gegcirilen organ nakilleri
sonucu meydana gelmektedirler. Hastanin serumunda bulunacak yiiksek orandaki anti HLA
antikor miktar1 hiperakut rejeksiyona neden olabilmektedir. Ayrica donér dokusunda uyumsuz

HLA antijen miktar1 ne kadar az ise organ nakil basaris1 da o kadar fazladir.
3.2 Bobrek Naklinde ABO Kan Grubu Uyumu

1901 yilinda Karl Landsteiner ABO kan grubu antijenlerini bulmustur. Bu antijenler A,
B, AB ve O olmak iizere dort gruba ayrilmakta olup lenfosit, trombosit, eritrosit, epitelyal ve
endotelyal hiicre ylizeylerinde yer almaktadir. Kan grubu antikorlar1 konak¢1 da bulunmayan
antijenlere karsi olusmaktadir. A kan grubu bireylerin serumlarinda B antikoru, B kan grubu
bireylerin serumun A antikoru, 0 kan grubunda hem A hem de B antikoru mevcut iken AB kan
grubuna ait bireylerin serumlarinda ise A B antijenlerine kars1 hi¢bir antikor bulunmamaktadir
(Landsteiner, 1901).

Bobrek nakillerinde ABO kan grubu uyumunun 6nemini Hume vd, 1955 yilinda
belirtmistir. Gergeklestirilen ABO uyumsuz nakillerde A veya B antikorlarimin varligi
hemagliitinasyona sebebiyet verdigi i¢in hiperakut rejeksiyonu gelistirir. Bu nedenle nakil
gerceklestirilmeden Once alict ve verici arasindaki ABO kan grubu antijenlerinin uyumuna
bakilmaktadir. Kan nakillerinde kullanilan prensip bobrek nakilleri i¢cinde kabul edilmektedir.

O kan grubu evrensel verici iken AB kan grubu evrensel alicidir.
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O kan grubu vericilerin bobrekleri A, B veya AB alicilara nakledilebilir (Nelson vd, 1992).
Diger yandan Rh faktorii ve diger eritrosit antijenleri ise endotelyumda eksprese olmadiklari

icin ABO uyumu kadar énemli degillerdir (Ishida H vd., 2003).

Giliniimiizde nakil bekleyen hasta sayisin1 canli veya kadavra dondrleri
karsilayamamaktadir. Bu yiizden desensitizasyon yontemleri kullanilarak dondr ve hasta

arasinda ABO uyumsuz nakiller ger¢eklestirilmektedir (Morath vd., 2012).

Yogun bir sekilde uygulanan desensitizasyon yontemlerinin transplantasyon sonrasi
endotel hiicreleri tarafindan anti kompleman molekiillerinin ekspresyonunda meydana
gelebilecek artis greft reddinde oOnemli rol oynamaktadir. ABO uyumsuz bdbrek
transplantasyonunda birka¢ ¢calisma mevcuttur, ancak transplant sonrasi antikor geri tepmesine
kars1 bu korumanin, endotel hiicreleri tarafindan anti-kompleman molekiillerin ekspresyonunun
aracilik edebilecegini 6ne siirmektedir. Uyumsuz nakiller sonucu ortaya ¢ikacak akut antikor
aracili rejeksiyon, yogun immiinsiipresif kullanimi ve maliyetler ABO uyumsuz bdbrek

naklinin yayginlasmasini kismen sinirlandirmastir.
3.3 Bobrek Naklinde HLA Uyumu

Immiin sistem hiicrelerinin yabanci antijenleri taniyabilmesi igin antijen sunan hiicrelere
(ASH) ihtiyac1 vardir. 1930’Iu yillarda Gorer ve Snell’in kesfetmis oldugu MHC gen bolgesi
antijen sunumunda rol almaktadir (Mosaad, 2015; Shankarkumar, 2004).

1967 yilinda insanda ilk kez insan lenfosit hiicrelerinde kesfedilen MHC gen bolgesi,
HLA (insan lenfosit antijen) olarakta isimlendirilmektedir (Sayegh ve Carpenter, 2004). HLA
geni, 6. kromozomun kisa kolunda (6p21.31) yer almaktadir. Doku uygunluk antijenlerini
iceren Yaklasik 4000 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde, 7,6 milyon b¢ igeren bu gen kompleksi
genomun %0, 1'ini kapsamaktadir. Bu lokus yaklagik 400 gen igeren olduk¢a polimorfik olan
bir yapiya sahiptir. Bu 6zelligi ile kendine ait olmayani tanimada dnemli bir rol oynar (Bodmer
vd., 1999; Browning ve McMichael, 1996). HLA genleri Mendelian kalitimla ogul déllere es
baskin olarak aktarilir. Ilk kez Jan Klein bu gen bolgesini ii¢ simf olarak (I, II, III)
tamimlanmistir  (Choo, 2007; Hamosh vd., 2000; Shiina vd., 2004). HLA sisteminin
isimlendirilmesi Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) denetiminde HLA nomenklatiir komitesi
tarafindan diizenlenmektedir. Bu komiteye gore de HLA molekiilleri kimyasal yapilari, hangi
dokuda bulunduklarina ve fonksiyonlarina gore HLA simif I, sinif II ve simif III olmak tizere 3

ana gruba ayrilir.
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HLA sinif I’'de HLA -A, -B, -C, -E, - F, -G antijenleri ve -H, -X ise pseudo melekiiller kodlanir.
HLA-A, -B, -C klasik smif I molekiiller olup, tiim ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde eksprese
olur ve antijen sunumu gorevini tUstlenmislerdir. HLA-E,-F,-G klasik olmayan smif I
molekiilleridir ve her dokuda eksprese olmaz. HLA sinif [I’de HLA —-DRB1, -DPB1, -DQB1, -
DM, Transporter Associated with Antigen Processing 1 ve 2 (TAP1 ve 2) gibi antijenler
kodlanmaktadir. HLA-DRB1, -DQB1, - DPBI1 klasik smif II molekiilleridir ve antijen
sunumunda gorevlidir. DM, TAP1 ve TAP2 molekiiller ise antijen islenmesi ve sunumunda
gorevlidir. Smif II antijenleri B lenfositler, makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi ASH’lerin
yiizeyinde eksprese olur. HLA sinif III’de ise Kompleman 2 (C2), C4A, C4B, lenfotoksin, 21-
hidroksilaz enzimi, 1s1 sok proteinleri-70, TNF-a molekiilleri gibi HLA disinda molekiillerin
sentez edildigi bolgedir. HLA smif I ve smif II lokuslar1 gibi Smif III lokusu da yiiksek
polimorfizm gosterir. HLA genlerinde fazla farkli allel olmasi ve bunlarin olduk¢a polimorfik
yapida olmalart HLA molekiil ¢esitliligini arttirarak popiilasyonda immiinolojik a¢idan farkli
bireylerin olusmasini saglamistir (DeWolf ve Sykes, 2107; Klein ve Sato, 2000; Roberts, 2009;
Trowsdale, 2011). HLA ‘nin yapist Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. HLA yapisi

Bireysel farklilik gosteren HLA tiplerinin alici ve dondr arasindaki HLA uyumu
dogrudan organ nakil basarisin1 belirlemektedir. Uyumsuz HLA ile gergeklesen nakillerde
alicinin CD4+ Th (T yardimci hiicre), CD8+ Tc (T sitotoksik) hiicrelerinin aktivasyonunda hizli
bir artis meydana gelerek alloantikor iiretimi gergeklesir. Boylece hiimoral ve hiicresel immiin
mekanizmalar kendinden olmayan organi tanir ve organ reddi gergeklesir. Bu red olay: tersinir
olarak donor dokusunun aliciyr reddetmesiyle de gergeklesebilir (Simpson E. 1998; Murata vd.
2004).
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Ret mekanizmast; hiicre yiizeylerinde bulunan HLA molekiillerinin yabanci peptit pargalarini
baglamasi ve bunlari antijene spesifik olan T lenfositlerine sunmasi ile ger¢eklesmektedir. HLA
molekiillerine baglanan peptitler hiicre i¢i (endojen) ve hiicre dis1 (eksojen) kokenlidir. Eksojen
kaynakli peptitler MHC sinif I, endojen kaynakli peptidler MHC sinif I molekiilleriyle beraber
T hiicrelerine tanitilarak T lenfositlerinin aktif hale ge¢mesi saglanir. T hiicreler kendi
proteinlerini taniyarak herhangi bir immiin cevap olusturmazken kendinden olmayan eksojen
kaynakli peptitlere kars1 immiin cevap verir (Afzali vd., 2008; Alelign vd., 2018; Everly vd.,
2013; Herrera vd., 2004; Hickey vd., 2016; Warrens vd., 1994).

3.3.1 HLA smf I molekiilleri ( HLA A, B, C)

MHC gen bolgesinin igerisinde yer alan HLA siif I molekiilleri (HLA-A-B-C)
cekirdekli hiicrelerin ylizeylerinde ifade olan glikoproteinlerdir. 44 kDa molekiil agirliginda
agir zincir-a ve 15. kromozomda kodlanan 12 kDa molekiil agirliginda 2- mikroglobulin
zincirinin birbirlerine kovalent olmayan baglarla baglanmasiyla olusur (Sekil 3.2.) (Morris vd.,
1994; Van den Elsen, 2011). Polimorfik 6zellik gdsteren a zinciri 339 aminoasit iceren iig
ekstraseliiler globiiler domaine (al, a2 ve a3) sahiptir. al ve 02 domain zincirlerinin ug
kisimlar1 (N-ucu) kovalent olmayan baglarla baglidir ve polimorfik bolgelerdir. al ve a2
kivrimlarinin  arasinda olusan oluga kiigiik peptitler (8-11 aminoasit biiyiikliigiinde)
baglanabilir. B2 mikroglobulin de polimorfik yapida olmayan a3 domainine kovalent olmayan
baglarla baglanarak konformasyonel biitiinliigli saglayan transmembran olmayan polipeptittir.
B2 mikroglobulin HLA antijenlerinin sadece ekspresyonu i¢in gerekli olup HLA ile oluga
yerlesen peptit antijenin baglantisini gii¢lendirir. HLA molekiiliine antijenik 6zellik saglamaz.
a3 domaini ise HLA molekiiliiniin CD8+ Tc lenfositlerine baglanma bolgesidir. (Abbas vd.,
2011; Madden, 1995; Mak ve Saunders, 2008).
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Sekil 3.2. HLA Sinif [ Yapist

Sitoplazma igerisinde yer alan yabanci antijenler T hiicrelerine HLA sinif I molekiilleri
ile tanitilmaktadir. Antijen iceren yabanci molekiiller ASH’ler tarafindan hiicre igerisine
fagositozla almir ve islenir. Islenen antijenler bu ASH’ler iizerinde bulunan HLA sinif I ve II
molekiilleri ile antijenle daha 6nce hi¢ karsilasmamis T hiicrelerine tanitilir. Bu taninma ile
aktif hale gelen T hiicrelerinden CD8+ Tc hiicrelerinin sayis1 ¢ok hizli bir artis gosterirken
CD4+ Th hiicre sayisindaki artis nispeten daha azdir. Daha sonra efektor CD8+ Tc hiicreleri,
antijenin bulundugu bolgeye giderek sitoplazmalarinda bulundurduklar: perforin ve granzimin
etkisiyle yiizeylerinde HLA sinif I molekiilleri bulunan antijen sunan hiicreyi 6ldiiriir (Abbas

vd., 2011; Madden, 1995; Mak ve Saunders 2008).
3.3.2 HLA simf IT molekiilleri (HLA-DRB1, -DQB1, -DPB1)

HLA smuf II molekiilleri birbirlerine kovalent olmayan baglarla bagl polimorfik bir o
(32-34 kDa) ve polimorfik bir B (29-32kDa) polipeptit zincirinden olusurlar (Sekil 3.3.). Iki
zincirde polimorfik MHC gen bolgesinde kodlanir. al, B1 ve a2, B2 olacak sekilde iki bolgede
kivrim yaparlar. Her iki zincir de N-uglu ekstraseliiler domain, bir immiinoglobiilin (Ig)-benzeri
ekstraseliiler domain, bir hidrofobik transmembran domaini ve bir kisa sitoplazmik kuyruk
icermektedir. al ve Bl domainlerinin N-uglar1 polimorfiktir ve antijen peptit baglanma
bolgesini olusturur. a2 ve B2 domainleri ise 24 globiiler yapida olup peptit baglanmada rol

oynamazlar. HLA smif I’den farkli olarak 10-30 aminoasit biiyiikliigiindeki peptitler bu oluga
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baglanabilirler. HLA ile antijen peptidin baglantisin1 gli¢lendirerek sabitleyen boliim a2
domainidir. B2 domaini ise HLA molekiilii ile CD4+ Th lenfositlerin baglanma bdlgesini
olusturur. HLA smuf II antijnleri B-lenfositler, ASH (makrofajlar, dentritik hucreler, kupffer
hiicreleri), uyarilmis T lenfositler ve endotelyal hiicreler iizerinde bulunurlar. HLA smif II
molekiillerinin  gorevi ASH’lerin  yiizeyinde eksprese olarak ekzojen peptitleri
(mikroorganizmalar1) fagositozla veya reseptor aracili endositozla hiicre i¢ine alip isledikten
sonra bu antijenleri komsu lenf bezlerindeki daha oOnce bu antijenle karsilasmamis
olgunlagsmamis CD4+ Th hiicrelerine sunmaktir. Aktive olmus efektér CD4+ Th hiicre klonu
antijenin bulundugu bolgeye gider. Eger antijeni sunan hiicre makrofaj ise CD4+ Th hiicresi,
antijeni fagositozunu arttirarak daha etkin bir hale getirir, B hiicresini ise salgiladig: sitokinlerle
antikor tiretmesi yoniinde uyarir (Abbas vd., 2011; Madden, 1995; Basturk vd., 2016; Mak ve
Saunders, 2008). HLA smuf II bolgesi igerisinde adenozin trifosfat (ATP) baglama kaskadi
ailesinin tiyesi olan TAP1 ve TAP2 kodlayan gen grubu vardir (Endert ve Villadangos, 2007).
TAP1 ve TAP2 proteinleri HLA sinif I yolu ile antijen islenmesinde gorev alirlar. HLA sinif |
molekiillerine baglanabilen peptitler TAP proteinleri tarafindan sitoplazmadan endoplazmik
retikuluma (ER) taginir. MHC- B2 mikroglobulin dimeri ER’da TAP proteinlerine baglanir ve
peptitler ER icine alinir. Peptitle baglanarak kompleks olusturmus MHC sinif I molekiilleri
ER'den ¢ikar ve hiicre yiizeyine gider (Abbas, 2011; Madden, 1995). TAP proteinlerindeki
azalma hiicre yiizeyindeki HLA sinif I molekiillerinin ekspresyonunda azalmaya bu da bu

hiicrenin CD8+ Tc¢’ye antijen sunma yetenegini kaybetmesine sebep olur (Ortmann vd., 1994).
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3.3.3 HLA simif III molekiilleri

HLA smif III molekiilleri, klasik kompleman yolunun C2, C4a ve C4b proteinleri;
alternatif kompleman yolunda TNF gibi sitokinlerin sentezlenmesinde gorevlidir. Fakat bu
antijenlerin dogrudan nakil igin olan 6nemi goésterilememistir (Abbas vd., 2011; Basturk vd.,
2016; Madden, 1995; Mak ve Saunders, 2008).

Alict ve dondr arasindaki HLA uyusmazligi arttikca alloimmiin yanitin artmasi da
beklenmektedir. Bobrek nakillerinde HLA uyumuna HLA-A, HLA-B, HLA-DR
lokuslarindaki benzerlik durumlar incelenerek karar verilir. Basarili bir bobrek nakli i¢in
transplantasyondan 6nce bu lokuslarin haritalandirilmasinin dogru bir sekilde yapilmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde bu islemler hem serolojik yontemlerle hem de molekiiler yontemler
(PCR temelli; dizilime 6zgii oligoniikleotidlerin kullanildig: tiplendirme (SSO), dizilime bagh
hazirlama (SSP) ve dizilim analizine dayanan tiplendirme (Sequence Based Typing (SBT)),
real time PCR (RT-PCR) ve yeni nesil sekanslama (NGS)) kullanilarak gergeklestirilmektedir.

3.4 HLA Tiplendirme Yoéntemleri
3.4.1 Molekiiler yontemler

HLA tiplendirmesinde kullanilan molekiiler yontemler; daha hizli ve net sonug vermesi,
canli hiicre gerektirmemesi, duyarliliginin fazla olmasi agisindan avantajlara sahiptir (Coleman

vd., 2006; McPherson vd., 2007).
3.4.1.1 Diziye 6zgii primer yontemiyle HLA tiplendirmesi (SSP)

SSP yontemi PCR temelli bir methoddur. Cogaltilmak istenen bolgedeki HLA baz
dizilimine uygun primerler kullanilarak ger¢eklestirilmektedir. Primer ve ¢ogaltilmak istenen
bolge arasindaki tek bir niikleotid farklilig1 bile reaksiyonun sonlanmasina neden oldugu i¢in
HLA tiplendirmesinin dogru bir sekilde analiz edilmesinde bu yontem olduk¢a verimlidir.
Fakat bu testin dezavantaji her gegen giin yeni allel ¢iftlerinin bulunmasi ve yeni primerlerin

dizayn edilme zorunlulugunu ortaya ¢ikmasidir (Olerup ve Zetterquist, 1992).
3.4.1.2 Diziye 6zgii oligoniikleotit primer yontemiyle HLA tiplemesi (SSO)

SSO yontemi, daha nadir bilinen HLA alellerinin belirlenmesinde kullanilir. Bu yontem
de PCR temellidir. Bu yontemde kullanilan primerler HLA alleline tamamlayici yaklasik 20
niikleotid uzunlugunda 5'-biotin isaretli bagl kisa problardir (McPherson vd., 2007).

30



HLA smnif I i¢in ekzon 2 ve ekzon 3’e, HLA smif II i¢in ekzon 2’ye spesifik primerler
kullanilarak PZR amplifikasyonu gergeklesir. Bu sayede HLA polimorfik bdlgelerinin lokus
spesifik amplifikasyonu gerceklesir. Daha sonra sekans 27 spesifik oligoniikleotit problarin
amplifiye DNA iizerine baglanmasiyla hibridizasyon reaksiyonu gerceklesir. Hibridizasyon
reaksiyonunda PZR iiriinleri bu renk kodlu mikroboncuklar ile bagli oligoniikleotit problara
baglanir ve streptavidin-fitoeritrin (SAPE) ile tespit edilir. Luminex metodu ile HLA
genotiplemesi yapilir. Lumineks cihazi (Boncuk bazli analiz) biotin isaretli PZR {iriinii ile
hibritlenen her kodlanmis oligo boncuk iizerindeki PE'nin floresan yogunlugunu tanimlar
(Sheldon ve Poulton, 2006). 5.5 um ¢apinda farkli polistiren renk kodlu mikro boncuk setleri
oligoniikleotit baglanma problarini isaretlemek i¢in kullanilir. Her bir boncuk seti, boncuklar
icine gomiilmiis kirmizi ve kizil6tesi floresan boyalarin oraniyla renklendirilmis ve
kodlanmistir. Lumineks 100 akis sitometresinde her bir florokromun konsantrasyonu
ayarlanarak 100 farkli floresan isaretli mikroboncuk tanimlanabilinir (Sheldon ve Poulton,
2006). SSO yontemi sayica artan alellere uyarlanabilen ve siire olarak SSP’den uzun olmasina
ragmen tek seferde ¢ok sayida hastanin HLA doku tipini tespit edebilmesi yoniinden avantajl
bir testtir. Ayrica glinlimiizde kullanilan SSO problar1 sayesinde orta veya yliksek ¢oziiniirliikli

HLA doku tiplemesi giivenilir bir sekilde belirlenebilinir (McPherson vd., 2007).
3.4.2 Serolojik yontemler

Kan transfiizyonlari, ¢oklu gebelikler, organ nakilleri gibi durumlar bireylerde kendine
ait olmayan HLA antijen maruziyetine sebep olmaktadir. Boylece HLA antijenlerine karsi
bireyde anti-HLA antikorlart olusur. Bu durum boébrek nakillerinde immiinolojik risk
olusturmaktadir (Lachmann vd., 2009; Loupy, 2009). Alic1 da nakilden 6nce ve nakilden sonra
olast bulunan anti-HLA antikorlarinin varlig1 akut ve kronik rejeksiyona neden olur (Lee vd.,
2002; Woodle vd., 2005). Nakil 6ncesinde alicida halihazirda bulunan antikorlarin varligi panel
reaktif antikor (PRA) tarama testiyle belirlenirken, dondre karsi alicida bulunan mevcut donor
spesifik antikorlar cross-match (donére spesifik antikor saptama testi) testleri ile nakil sonrasi
alic1 da donoriine karsi olusabilecek olan antikorlar Luminex teknolojisi ile belirlenir (Cinti vd.,
2009; Susal vd., 2009). Nakil oncesinde yapilan testlerde alicida donore karsi antikor
saptanmazsa organ nakli gerceklestirilebilecegi sonucuna varilir (Somasundaran ve Quiroga,

2011).
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3.4.2.1 Anti-HLA antikorlar: (Panel reaktif antikor) taramasi

Organ alicis1 hasta bireylerde transplantasyon Oncesi veya sonrasi gelisen antikorlarin
varlig1 panel reaktif antikor test taramasi ile saptanmaktadir. Yiiksek panel reaktif antikor
miktarinin basarili bobrek nakil sansini diistiren bir etmen oldugu bilinmektedir (Sheldon ve

Poulton, 2006; Tinckam, 2009).

HLA antikorlarinin varligt solid faz temelli PRA taramasi ile belirlenirken bu
antikorlarin tanimlanmasi Luminex yontemi kullanilarak gergeklestirilir. (Tait vd., 2009). PRA
taramasi li¢ basamakta degerlendirilir; 1) PRA HLA sinif I ve sinif II testi 2) PRA tanimlama
HLA siif I ve sinif II testi 3) tek antijen (SA) HLA sinif I ve siif II testi. Hasta serumunda
bulunan IgG kokenli antikorlarin hangi HLA sinifina ait oldugunu belirlemek i¢cin Luminex test
taramast kullanilir. HLA smuf I antijenleri i¢in anti HLA A, anti HLA B, anti HLA C
antikorlarinin varligi, HLA siuf II i¢in anti HLA DRB1, anti HLA DQBL, anti HLA DPB1
antikorlarinin varligi Luminex SA yontemi ile arastiriir (Goldsby vd., 2003). Hasta
antikorunda pozitif saptanan PRA’larin dondre spesifik olup olmadig: ise nakil 6ncesi alic1 ve

verici arasinda yapilan cross-match testleriyle belirlenir. (Bostock vd., 2013).
3.4.2.2 Luminex yontemi ile HLA taramasi

Alict hastanin serumunda bulunan HLA sinif T ve sinif II antijenlerine baglanan IgG
antikorlarmi saptamak icin kullanilan bir yontemdir. Diger testlere gére anti HLA antikor
siiflarinin belirlenmesinde {istiinliik saglayan bu yontem antijen kapli boncuklarin kullanildig:
bir floroanalizor sistemden olusur. Antijen kapli, floresan 6zelligi bulunan florofor ile boyali
bu boncuklar hasta serumu ile inkiibe edilir ve ardindan Luminex cihazi kullanilarak elde edilen
sinyal yogunluguna gére analiz islemi gergeklestirilir (Colombo vd., 2007; Guichard vd., 2016;
Picascia vd., 2012).

3.4.2.3 Alici ve donor arasinda yapilan ¢apraz (Cross-Match) testler

Alict serumu ve donor lenfositleri arasinda gergeklestirilen, alici da bulunan antikorlarin
dondre 6zgii olup olmadigin1 gdsteren bir testtir. Bagsarili bir bobrek nakli i¢in transplantasyon
Oncesi yapilan bu testin negatif ¢ikmasi beklenir. Boylece nakil sonrasi gergeklesebilecek olan
hiperakut red biiyiikk oranda engellenir (Shrestha, 2014). Diger taraftan dondr spesifik

antikorlarin varlig1 akut ve kronik allogreft rejeksiyonda asilmasi gereken bir problemdir.
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3.4.2.4 Kompleman bagimli sitotoksisite ¢capraz karsilagtirma testi (CDCXM)

Terasaki yontemi olan bu testte alict serumunun {izerine dondriin lenfosit hiicreleri
eklenerek, komplemana bagli antijen antikor etkilesimi belirlenir. Test ortaminda  dondre
spesifik anti-HLA antikorlar1 varsa bunlar donériin lenfosit hiicreleri tizerindeki HLA
antijenlerine baglanarak antijen-antikor kompleksini meydana getirir (Patel ve Terasaki, 1969).
Bu kompleks kompleman sistemini aktive eder ve hiicre par¢alanmasi gerceklesir. Parcalanan
hiicre miktar1 testin pozitifligini tayin eder (Montgomery vd., 2018). Sonug¢larin pozitif ¢ikmasi
halinde test ortamma DTT (dithiothreitol) eklenir. Bu madde ortamda bulunan IgM
molekiillerini yikar ve sadece IgG kaynakli antikorlarin ortamda bulunmasini saglar. DTT
eklenmesinin oncesi ve sonrast sonuglarda antikor miktar1 fazla ise dondr spesifik antikorlar
alicida fazla miktarda bulunuyor demektir. Bu yiizden bobrek nakli gergeklestirilemez. PRA
sonuglarinin negatif CDCXM sonuglarinin pozitif olmas: halinde hasta bireyde dondre 6zgii
alloreaktif antikor titresinin diisiik oldugu ve gerceklestirilecek nakilde hiperakut rejeksiyon
icin bliylik risk oldugu bilinmektedir. Bu nedenle transplantasyon 6ncesinde CDCXM testi tek
basina yeterli olmayip FCXM, Luminex testlerine de ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.4.2.5 Flow sitometri (akim sitometrisi) ile capraz test (FCXM)

Alict hasta bireyin serum Ornekleri tizerine dondriin lenfositleri eklenir ve dondriin

lenfosit hiicreleri floresan boyalarla isaretlenerek anti-HLA antikor taramasi gergeklestirilir.

Akim sitometrisi, tekli ya da coklu lazerlerin 6zel bir soliisyon igerisinde asili halde
duran tek hiicreleri veya hiicre pargaciklarini analiz eden bir testtir. Floresan 151k parametresine
ve 1sik sagilimina gore analiz edilen parcaciklar degerlendirilir. Goriiniir 151k sa¢ilimi,
hiicrelerin boyutunu gdosterirken (FSC, Forward scatter) yan sagilim (SSC, Side scatter)
hiicrelerin i¢ yapisin1 gostermektedir. Bu sagilimlar sonucu farkli dalga boylarinda sinyaller
elde edilir ve bu sinyaller histogramlar seklinde analiz edilir. Bu histogramlar hiicrelerin
canlilig1 ve immiinofentip yapisi hakkinda bilgi verir (Delgado vd., 2008; Hwang vd., 2009). T
hiicre varligin1 saptamak i¢in CD3 floresan isareti, B hiicre varligi icin CD19/CD20 floresan
isareti test ortamina eklenir ve alic1 hasta bireyin bu hiicrelere karsi yonelen antikorlari, ikinci
bir insan antikoruna (anti insan IgG antikoru) karsi cevap floresan isaretli antikor ile

isaretlenerek belirlenir (Abbas vd., 2011; Montgomery vd.,2018).
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T hiicreleri sadece HLA sinif I antijenlerini eksprese ederken B hiicreleri her iki sinifi
da eksprese etmektedir. B hiicrelerinde HLA simnif I antijenlerinin ekspresyon seviyesi T
hiicrelerindeki ekspresyon seviyelerinden daha fazladir. Bu nedenle T hiicre akim sitometri testi
negatif olan alic1 hastalarda donoriin HLA sinif I antijenlerine karst donor spesifik antikor
tasimadigi tespit edilir. B hiicre akim sitometri testi pozitif ve T hiicre testi negatif ise alic1 hasta
serumunda HLA smif II antikorlar1 olabilir veya diisiik titrede HLA smf I antikorlari

bulunabilir (Shrestha, 2014).
3.4.2.6 Sanal ¢apraz test

Sanal ¢aprazlama testi; alict hasta bireye ait farkli zamanlarda belirlenen gegmis anti
HLA antikor verileri kullanilarak hastanin doku tiplendirmesi bilinen kadaverik ya da canli
olmayan akraba donoérlere karsi reaksiyon gelistirip gelistirmeyeceginin tahmin edilmesinde
kullanilan testtir. Diisiik miktarda bulunan HLA gruplarina karsi alic1 bireyde bulunan diisiik

antikor miktarlarinin saptanamamasi durumlarinda bu test tek basina yeterli olmayacaktir.
3.4.2.7 Elisa testi

Belirli antijen ve antikorlarin varligim1 ve miktarin1 saptamak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Belirlenmesi gereken alic1 hasta serumundaki antikorlar oldugunda antijen ile kaplh
kuyucuklara hasta serumu eklenerek antijene karsi antikor varsa birbirine baglanma saglanir.
Ikincil antikor ve enzim substrat reaksiyonu ile olusan kolorimetrik reaksiyonun gosterdigi

absorbans degeri sorgulanan antikorun varligini ve miktarini gosterir.

Direkt elisa, dolayl elisa, sandvig elisa ve yarigmaci elisa olmak {izere bu methodun 4
farkli gesidi mevcuttur. 1977 yilinda Kato ve arkadaslari tarafindan gelistirilen sandvig elisa
yonteminde kuyucuklar bir yakalama antikoru ile kaplanir. Konsantrasyonu belirlenecek olan
ornekler antikorla kaplanmis bu kuyucuklarda belirli bir siire inkiibasyona tabi tutulur ve
ardindan yikanir. Bdylece baglanmamis antijenler test diizeneginden uzaklastirilirken
kuyucuklarin kapli oldugu antikora karsi antijenler uzaklastirilamaz. Yikama asamasindan
sonra antijene dzgii enzim ile etiketlenen antikorlar eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyon ve
yikamanin ardindan ortamda antijen varsa enzim etiketli antikorlar bunlara baglandig: i¢in
uzaklastirllamaz. Enzim aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in ortama enzim substrati eklenir ve renk

degisimi saglanir. Renk degisimi ne kadar fazla ise ortamda antijen miktar1 o kadar fazladir.
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Renk degisimine bagli konsantrasyon miktari1 kuyucuklarin belirli bir dalga boyunda mikroplate
okuyucuda taranmasi sonucu elde edilir. Sandvi¢ elisa yonteminin diger tiim elisa

yontemlerinden 2-5 kat daha duyarli oldugu bildirilmistir.

o°o

ikincil Antikor Enzim

Antijen .

Birincil Antikor

Substrat

"’

Sekil 3.4. Sandvig elisa yontemi
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4. KULLANILAN CiHAZ, KIMYASAL, SOLUSYON VE KiTLER

4.1 Kullanilan Cihazlar

e Biyogiivenlik kabini (class II), Niive, Tiirkiye

e Buzdolabi, Profilo, Tiirkiye

e (COqyetiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)

e Su banyosu, Memmert, Tiirkiye

e Derin dondurucu -20°C, Vestel, Tiirkiye

e Distile su cihazi, Millipore, ABD-Kanada

e Isisal dongiileme cihazi, Applied biosystem, Ingiltere

e Invert mikroskop, Olympus, Almanya

e Kirik buz makinasi, Fiocchetti, Italya

e Mini mikrosantrifiij, Cleaver, Gliney Kore

e Neubauer lami, Marienfeld, Almanya

e Otoklav, Hirayama, Japonya

e Otomatik pipet seti, Axygen axypet, Kanada

e Vorteks, WiseMix, Kore

e Facs Calibur akim sitometri cihazi, BD

e Derin dondurucu -80°C Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
e Santrifiij, Niive, Turkiye

e Plate okuyucu, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)

4.2 Kullamlan Kimyasallar

e Amfoterisin B, Multicell, Kanada

e Etanol, Sigma, ABD

e Fetal Sigir Serum (FBS), Multicell, Kanada
e L-glutamin, Multicell, Kanada

e Penisilin/Streptomisin, Sigma, ABD

e DMEM, Sigma, ABD

e Sodyum bikarbonat, Sigma, ABD

e Sodyum kloriir, Sigma, ABD

e Potasyum kloriir, Sigma, ABD
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e Disodyum fosfat, Sigma, ABD

e Dipotasyum fosfat, Sigma, ABD

e Rekombinant insan IL-10, Biolegend, San Diego
e CpG-B DNA, HycultBiotech, Berlin

e Rekombinant insan CD40L, Biolegend, San Diego
e Rekombinant insan IL-2, Biolegend, San Diego

e ITS, Sigma, ABD

e Anti-lgG-FITC, Jackson Immunoresearch Laboratories
4.3 Kullamlan Soliisyonlar
4.3.1 DMEM besiyeri ortamm (1 litre, pH:7,2)

%1 g/L DMEM

3,7 g/L NaHCOs3

%10 Fetal sigir serum

%1 L-glutamin

100 pg/ml Penisilin — streptomisin
100 pg/ml Amfoterisin B

10 mg DMEM ve 3,7g NaHCOg tartilip 800 ml dH20 i¢inde ¢oziildii. 1IN NaOH ve IN
HCI kullanilarak pH 7,2’ye ayarlandi. Ardindan son hacim dH20 ile 1000 ml ‘ye tamamlandi.

887,5 ml DMEM besiyeri igerisine 100 ml FBS, 2,5 ml amfoterisin B, 10 ml penisilin-
streptomisin, 10 ml L-glutamin ilave edilerek 0,22 um filtreden siiziildii. Kullanima hazir hale

gelen besiyeri +4°C’de saklandi.
4.3.2 Poliklonal uyarim kokteyli iceren besiyeri ortami (100 ml)

100 ml DMEM besiyeri icerisine poliklonal uyarim kokteyli; (50 ng/ml rekombinant a-
CD40 mAD, 2,5 ug/ml Toll-like receptor-9 ligand oligodeoxynucleotide (ODN)-2006 CpG, 600
IU/ml IL-2, 25 ng/ml IL-10, 100 ng/ml IL-21, ITS (5 pg/ml insulin, 5 pg/ml transferrin, sodium
selenite 5 ng/ml) takviye edildi. +4°C’de saklandi.

4.3.3 1x Fosfat tuz tamponu (PBS) (1 litre, pH: 7,4)

8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 tartilip, 800 ml dH20 iginde
¢oziildii. pH 7,4’e ayarlanarak son hacim 1000 ml’ye dH20 ile tamamlandi. Otoklav islemi ile

hazirlanan tampon ¢dzelti steril hale getirildi ve +4°C’de saklandi.
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4.3.4 Hiicre dondurma soliisyonu

50 mI’lik dondurma soliisyonu; %90 FBS (fetal sigir serum) ve %10 DMSO olacak
sekilde hazirlandi. -20°C sicaklikta muhafaza edildi.

4.3.5 Enzim isaretli immiinosorbent test (Elisa) soliisyonlari
4.3.5.1 10 mM Tris pH 9,0 kaplama soliisyonu (500 ml)

0,6055 g Trizma Base (C4H1:NO3) 400 ml dH20 igerisinde ¢oziildiikten sonra 1M HC1
kullanilarak pH 9,0’a ayarlandi ve son hacim dH20 ile 500 ml tamamladi. Soliisyon +4°C’de

saklandi.
4.3.5.2 %0,025 Tween/PBS soliisyonu (500 ml)

500 PBS soliisyonu igerisine 125 pul Tween20 eklendi ve +4°C’de saklandi.
4.3.5.3 %0,05 Tween/PBS soliisyonu (10 litre)

10 litre PBS soliisyonu igerisine 5 ml Tween20 ilave edildi. +4°C’de saklandi.
4.3.5.4 %4 Sigir serum albiimin (BSA) soliisyonu (500 ml)

20 gram BSA 400 ml 1xPBS soliisyonu ile ¢oziildii ve 1xPBS soliisyonu ile son hacim

500 mI’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon igerisine 125 pul Tween20 eklendi. Ardindan 15

ml’lik falkon tiiplere boliinerek -20°C’de saklandh.
4.3.5.5 %2 BSA soliisyonu (500 ml)

450 ml 1xPBS soliisyonu igerisine 50 ml %20BSA/PBS/Azide soliisyonu ve 125 pl
Tween20 eklendi ve +4°C’de saklandi.

4.3.5.6 %1 BSA soliisyonu (500 ml)

475 ml 1xPBS soliisyonuna 25 ml %20BSA/PBS/%0,02 Azide soliisyonu ve 125 pl
Tween20 eklendi. +4°C’de saklandi.

38



4.3.5.7 %20 BSA/PBS/%0,02 azide soliisyonu (500 ml)

400 ml 1xPBS soliisyonu igerisinde 100 gram sigir serum albiimin (BSA) ¢oziildi ve
son hacim 500 ml olacak sekilde 1xPBS soliisyonu ile tamamlandi. Hazirlanan soliisyonun

icerisine 1 ml natriumazide eklenerek +4°C’de saklandi.
4.3.5.8 ABTS-substrat soliisyonu basamak 1

Son konsantrasyon 0,1 M olacak sekilde 9,605 g sitrik asit tartildi. 500 ml dH>O

igerisinde ¢oziildii. +4°C’de saklandi.

0,1 M konsantrasyondaki Na,HPO4.2H>0 i¢in 8,9 g Na2HPO4.2H>0 tartild1 ve 500 ml
dH0 igerisinde ¢oziildii. +4°C’de saklandi.

Hazirlanan bu iki soliisyonun 7 volum sitrik asit + 10 volum Na2HPO4 olacak sekilde

birbirine karistirilmasi sonucu ABTS-substrat soliisyon 1 elde edildi. +4°C’de saklandi.
4.3.5.9 ABTS-substrat soliisyonu basamak 2
0,1 M konsantrasyonda pH: 4,2 olan 100 ml sitrat fosfat soliisyonu hazirlandi.

250 mg ABTS tartildi ve hazirlanan 1 M 100 ml sitrat fosfat tamponu igerisinde ¢oziildii
ve biyogiivenlik kabini igerisinde 0,2 pum filtre kullanilarak filtre edildi. Karanlik, +4°C
sicaklikta saklandi.

Hazirlanan ABST soliisyonu igerisine %30’luk H20> (3 ul/10 ml) ilave edilerek
calismada bu sekilde kullanildi. +4°C’de saklanda.

4.3.5.10 250 mM okzalik asit soliisyonu (500 ml)

14,183 g okzalik asit (COOH)..2H20 500 ml dH20O’da ¢oziildi. Oda sicakliginda

saklandi.
4.4. Kullanilan Kitler

Roche High Pure gDNA izolasyon Kiti

Olerup SSP HLA-A-B-DR SSP combi tray kit

Lifecodes Lifescreen Deluxe kit (Immucor Transplant Diagnostics, Stamford, CT)
LabScreen HLA class | and class 11 single antigen beads kit
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5. OLGU SECIMIi

Calismamiza Saglik Bilimleri Universitesi, Tip Fakiiltesi hastanesine bagvuran olgular
arasindan; organ nakli gecgirmis ve doku reddi ger¢eklesmis 25-45 yaslari aras1 gontillii hastalar
ve dondrleri dahil edildi. Oncelikle akim sitometri (FCXM) yontemi kullanilarak 10 ¢ift
allosensitize hasta ve alicilarina karsi allosensitize olmayan dondrleri tespit edildi. Ardindan bu
kisiler ¢alismamiza katilmak {izere davet edildi. Deney diizeneginde olgular test grubunu,
donorleri ise kontrol grubunu olusturmakta olup secilen olgularin periferal kan 6rneklerinden
mononiikleer hiicre eldesi gergeklestirildi. Mononiikleer hiicreler igerisinden hafiza B

hiicrelerinin poliklonal uyarimini gergeklestirmek tizere hiicre kiiltiirii kuruldu.
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6. KULLANILAN YONTEMLER
6.1 Periferal Kan Mononiikleer Hiicre (PBMNC) Eldesi

Hasta ve dondr olgularindan 10’ar ml taze periferal kan 6rnegi alindi ve bu kan
orneklerinin 5 ml’si periferal kan mononiikleer hiicre eldesinde, 3 ml’si kan serumu eldesinde

ve 2 ml’si genomik DNA (gDNA) izolasyonunda kullanildi.

1- Olgulardan heparinize tiipe alinan periferal kan 6rnekleri bire bir (1:1) oraninda
soguk PBS soliisyonu ile sulandirildi.

2- 15 mI’lik eppendorf tiip igerisine 3 ml Ficoll-Hypaque soliisyonu eklendi.

3- Ficoll soliisyonu iizerine 10 ml sulandirilmis periferal kan 6rnegi cam pastor pipeti
yardimut ile sizdirilarak ilave edildi.

4- Eppendorf tiip 1800 rpm hizda 30 dakika santrifuj edildi.

5- Santrifiij sonras1 eppendorf tiipiin orta hattinda olusan 16kosit alan1 (buffy coat) yeni
bir 15 ml’lik eppendorf tiip igerisine cam pastor pipeti kullanilarak toplandi.

6- Eppendorf tiip tizerine 5 ml soguk PBS soliisyonu ilave edilerek eppendorf tiip 1700
rpm hizda 5 dakika santrifuj edildi.

7- Santrifiij sonrasi siipernatant kisim uzaklastirildi.

8- Pellet kisminda kalan hiicre siispansiyonu Neubauer laminda her kiigiik kare alaninda
20-25 lokosit olacak sekilde DMEM besiyeri ile sulandirildi. Boylece lenfosit hiicre
sispansiyonu elde edildi.

9- Kan serumu eldesi i¢in kullanilacak olan 5 ml periferal kan 6rnegi 2500 rpm hizda 7
dakika santrifiij edildi.

10- Santrifiij sonrasi siipernatantta biriken kan serumu yeni 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere

aktarildi.
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6.2. Olgu Seciminde Akim Sitometrik Capraz Uyum Testi (FCXM)

1- Her bir hasta ve dondr olgusu i¢in 1 pozitif kontrol serumu, 1 negatif kontrol serumu,
1 olgu serumu ve 1 olgu serumunun % sulandirilmis 6rnegi olmak tizere toplam 8 adet
1,5 mI’lik eppendorf tiip hazirlandi. Her hasta i¢in kendi dondriiniin lenfosit hiicreleri,
her dondr i¢in de alicisinin lenfosit hiicreleri kullanilarak akim sitometrik ¢capraz uyum
test (FCXM)-serum deney diizenegi kuruldu.

2- 8 adet yeni 1,5 ml’lik eppendorf tiipiin icerisine belirtilen serum 6rneklerinden 10uL
eklendi.

3- Elde edilen lenfosit hiicre siispansiyonundan ilgili eppendorf tiiplerin tizerine 100 pL
ilave edildi ve eppendorf tiipler diisiik devirde 1-2 saniye vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

4- Inkiibasyonu takiben eppendorf tiiplere oda sicakligundaki PBS soliisyonundan 400
ul ilave edilerek eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.

5- Santrifuj sonunda eppendorf tiiplerin slipernatant kisimlar1 uzaklastirildi.

6- 4. basamakta bulunan yikama islemi tekrarlandi.

7- Her bir 6rnek i¢in; 155 pl %10 FBS igeren hiicre yikama soliisyonuna 3,8 pul FITC
konjuge Fab fragment anti human 1gG eklendi.

8- Eppendorf tiipler diisiik devirde vortekslendikten sonra +4°C, karanlik ortamda 20
dakika inkiibe edildi.

9- Inkiibasyonu takiben eppendorf tiiplerin {izerine 400 ul %10 FBS igeren hiicre
yikama soliisyonundan eklendi.

10- Eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi.

11- 9. ve 10 basamakilar iki kez tekrar edildi.

12- Pellet kismi1 300 pl %10 FBS iceren yikama soliisyonu ile ¢oziilerek sitometrik akim
okuma cihazina 6zel olan tiipler icerisine aktarildi.

13- Prime islemi yapilarak hazirlanan ve kalibrasyon kontrolii yapilmis olan BD marka
Facs Calibur model akim sitometri cihazinda tiipler okundu.

14- Her analizde 10.000 hiicre kapilandiktan sonra elde edilen median floresan degerleri

negatif kontrol tlipiin median degeri ile oranlanarak degerlendirildi.
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Degerlendirme sonucuna gore; hastalarin, donorlerinin HLA gruplarina karst anti-HLA
antikorlara sahip olanlar1, donérlerin ise alicilarinin HLA gruplarina karsi anti-HLA antikorlara

sahip olmayanlar belirlendi.
6.3. Genomik DNA izolasyonu

Roche High Pure izolasyon kiti kullanilarak olgularin 2 ml taze periferal kan

orneklerinden genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi.

1- Her bir olgu igin izolasyona 10* hiicre sayisi ile baslanildi.

2- Eppendorf tiiplerde bulunan hiicrelerin iizerine 200ul oda sicakliginda PBS
soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi.

3- 200 pl baglanma (binding buffer) soliisyonu ve 40 pl proteinaz K ilave edildi ve
eppendorf tiip alt tst edilerek karigtirildi.

4- Eppendorf tiipler 70°C ‘de 10 dakika inkiibe edildi.

5- Ardindan 100ul +4°C’de olan izopropanol eklendi.

6- Eppendorf tiip igerikleri kitin filtreli tiipiine aktarildu.

7- Filtreli tiipler 8000 g hizda 1 dakika santrifiij edildi.

8- Filtreli tlip yeni bir koleksiyon tiipiine alindi.

9- Filtreli tiip tizerine 500 pl inhibitér remove soliisyonu eklendi.

10- Filtreli tiip 8000 g hizda 1 dakika santrifiij edildi.

11- Filtreli tiip yeni bir koleksiyon tiipiine alind1.

12- Filtreli tiip lizerine 500 ul yikama soliisyonu eklendi.

13- Filtreli tiip 8000 g hizda 1 dakika santrifiij edildi.

14-12. ve 13. basamaklar tekrar edildi.

15- Filtreli tiip yeni bir koleksiyon tiipiine alind1.

16- 1300 g hizda 10 saniye santrifiij islemi gergeklestirildi.

17- Ardindan filtreli tiip 1,5 mI’lik yeni eppendorf tiip igerisine alindi.

18- Filtreli tiip tizerine 70 C sicakliktaki elution soliisyonundan 200 ul eklendi.

19- 8000 g hizda 1 dakika santrifiij edilen eppendorf tiipte genomik DNA siiziintii
halinde elde edildi.
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6.4 SSP Yontemiile HLA A, B, DR Genotiplendirmesi

Olerup SSP HLA-A-B-DR SSP combi tray kitinde olgulara ait gDNA &rnekleri ¢alisildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 6rneklerinin tiim igerigi (¢izelge 6.1.) %2 konsantrasyonda
hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve jele 25 dakika boyunca 40 voltluk akim uygulandi. Agaroz
jel goriintiilerindeki bant profilleri start skor yazilimi ile degerlendirilerek HLA tiplendirmesi
gerceklestirildi. Tiplendirme sonuglarina gore hasta ve dondr arasindaki missmatch durumu

belirlendi.

Cizelge 6.1. Olerup SSP HLA-A-B-DR SSP combi tray Kiti polimeraz zincir reaksiyonu
bilesenleri

1 olgu i¢in reaksiyon karisim ; Miktar
gDNA 86,9 ul
dH20 636 pul

Taq Polimeraz 8,3 ul

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) karisimi 10ul olacak sekilde kitin 96 kuyucuklu
tiplendirme deney kabina dagitildi. 96 kuyucuklu deney kabinin tizeri sicakliga dayanikli ortii
ile kapatilarak ¢izelge 6.1. belirtilen sartlarda PCR reaksiyonuna tabi tutuldu.
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Cizelge 6.2. Olerup SSP HLA-A-B-DR SSP combi tray kiti polimeraz zincir reaksiyonu 1s1l
dongii derece ve siireleri

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
94°C 2 dakika
94C 10 saniye 10
65T 60 saniye 10
94C 10 saniye 20
61T 50 saniye 20
72°C 30 saniye 20

Allosensitizasyon durumlar1t ve HLA tiplendirme testleri onaylanan vakalar taze kan

alinilmasi icin tekrar davet edildi. Her bir olgudan 20 ml periferal kan alinildu.

6.5 Periferal Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PBMNCs) in vitro Kiiltiire Edilmesi,
Uyarnn1 ve Antikor Sentezleyen Hiicre Eldesi, Hafiza B Hiicre Rezervinin

Degerlendirilmesi

Calismaya dahil olan goniilli olgulardan alinan taze periferal kan 6rneklerinden standart
Ficoll-Hypaque yogunluk gradyanli santrifiijleme teknigi kullanilarak PBMNC’ler izole edildi.
Neubauer laminda sayilan PBMNCler, 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre
kaplarinda 1 ml besiyeri ortaminda in vitro kiiltiir kosullarina alinarak ¢ogaltildi. Geri kalan
PBMNC’ler calismanin ilerleyen basamaklarinda kiiltiir siipernatantlarinda biriken dondr
spesifik antikorlarin saptanmasinda kullanilmak (200.000 hiicre/olgu) tizere %90 FBS, %10

DMSO igeren dondurma soliisyonuna aktarildi ve -80 ‘C’de muhafaza edildi.

PBMNC’ler hem sadece DMEM besiyeri (%10 fetal sigir serumu, 2 mM L-glutamin,
100U/ml penisillin-streptomisin, 2mg amfoterisin) ortaminda hem de literatiirde tanimlanmis
olan HLA spesifik hafiza B hiicre havuzunun indiiklenmesinde rol alan poliklonal uyarim
kokteyli igeren (50 ng/ml rekombinant a-CD40 mAb, 2.5 pug/ml Toll-like receptor-9 ligand
oligodeoxynucleotide (ODN)-2006 CpG, 600 IU/ml IL-2, 25 ng/ml IL-10 ve 100 ng/ml IL-21),
ITS (5 pg/ml insulin, 5 pg/ml transferrin, sodium selenite 5 ng/ml) DMEM besiyeri ortaminda
12 giin boyunca in vitro kosullar altinda (37°C sicaklik ve %5 CO.) kiiltiire edildi (Karahan
vd. 2019) (Sekil 6.1.).
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Hasta
Mononiikleer

Hiicre/Poliklonal
Besiyeri

Hasta
Mononiikleer

Hiicre/DMEM
Besiyeri

Donor
Mononiikleer

Donor
Mononiikleer

Hicre/DMEM
Besiyeri

Hiicre/Poliklonal
Besiyeri

Sekil 6.1. Deney tasarimi

Kiiltiirtin 6. giiniinde kiiltiir siipernatantlarindan 0,5 mL toplanarak kiiltiir ortamina
poliklonal stimiilasyon kokteyli igeren taze hazirlanmig 0,5 mL DMEM veya sadece DMEM
besi ortamlart eklendi ve 6 giin daha kiiltiirlerin devam etmesi saglandi. 6. gliniin sonunda
toplanmis olan 0,5 mL kiiltiir siipernatantlari daha sonraki analizler (FCXM) i¢in - 20°C'de

saklandi.

Ikinci 6 giin yani kiiltiiriin 12. giinii sonunda hiicreler ve siipernatantlar topland.
Stipernatantlar; Elisa, FCXM-siipernatant ve allojenik Ab saptamasi i¢in Luminex taramasinda
kullani1ldi. FCXM-siipernatant ve Luminex tarama testlerinde nispeten daha yiiksek miktarlarda
allojenik Abs igeren iki numune, Luminex-SAB ile analiz edildi. Kiltiir sonunda toplanan
hiicreler ise hafiza B hiicre uyarimim1 degerlendirmek iizere hiicre yiizey antikorlar ile

isaretlendi ve akis sitometri kullanilarak hiicre tipleri analiz edildi.

Asagidaki tabloda belirtilen 1. grup poliklonal uyarimla yapilan giincel uygulamayi
yansitmaktadir. Bu deney grubu poliklonal uyarim neticesinde kiiltiir siipernatantinda biriken
antikorlarin FCXM yontemiyle donor spesifik olarak tespit edilebilir olup olmadigim
gostermemizi sagladi. 2. grupta ise poliklonal uyarim kokteyli icermeyen besiyerinde hiicreler
kiiltiire edildi ve boylece 1. ve 2. grup arasindaki antikor miktarindaki degisime poliklonal
uyarimin etkisi saptandi. Allojenik sensitizasyonu olmadig1 bilinen dondrlerden olusan kontrol
grubunda da ¢izelge 6.3.‘te belirtilen deney diizenegi uygulandi ve tiim deney gruplart iki

tekrarl olacak sekilde calisildi.

46



Cizelge 6.3. Deney gruplari

Hasta Lenfosit Kiiltiirii Donor Lenfosit Kiiltiirii
Grupl/ Poliklonal + +
Uyarim
Grup 2/ Poliklonal + +
Uyarimsiz

6.6 Kiiltiir Siipernatant1 6. Giin Akim Sitometrik Capraz Uyum Testi (FCXM)

1- Caligmanin 6. giiniinde kiiltiir siipernatantlar1 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerin igerisine
aktarildi.

2- Eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.

3- Santrifiij sonrast tiiplerin siipernatant kisimlarindan 500 pL alinarak yeni 1,5 ml’lik
eppendorf tiiplere aktarildi.

4- Eppendorf tiiplerde geri kalan 500 pL besiyeri pipetaj yapilarak pellet kisma ¢oken
hiicreler stispande hale getirildi ve kiiltiir kaplarindaki ilgili kuyucuklara geri eklendi.
5- Olgularin dondurulan lenfosit hiicreleri (200.000 hiicre/olgu) tizerine 6. giin kiiltiir
slipernatantlari, pozitif ve negatif kontrol serumlar1 eklenerek akim sitometrik g¢apraz
uyum testi (FCXM) gergeklestirildi.

6- Olgularin dondurulan hiicreleri 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi ve 8000 rpm
hizda 1 dakika santrifiij edildi.

7- Eppendorf tiiplerin siipernatant kisimlar1 uzaklastirilarak pellet kisim siispande edildi.
8- Hasta olgularin hiicreleri {lizerine dondér olgular i¢in kurulan kiiltiir
stipernatantlarindan 500 pl, donér olgularin hiicreleri lizerine de hasta olgular igin
kurulan kiiltiir siipernatantlarindan 500 pl eklenerek FCXM deneyi gerceklestirildi.
Ayrica her bir olgu hiicresi i¢in ayr1 ayr1 hem pozitif hem negatif serum 6rneklerinden
100 pl eklenerek FCXM deney diizenegi kuruldu.

9- Hiicrelerin lizerine uygun siipernatant ve serumlar eklendikten sonra eppendorf tiipler
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

10- Inkiibasyonu takiben eppendorf tiiplere oda sicakligindaki PBS soliisyonundan 400
ul ilave edilerek eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.

11- Santrifiij sonunda eppendorf tiiplerin siipernatant kisimlari uzaklastirild.

12- 10. ve 11. basamakta bulunan yikama iglemi tekrarlandi.

13- Her bir 6rnek i¢in; 155 pul %10 FBS iceren hiicre yikama soliisyonuna 3,8 pl FITC
konjuge Fab fragment anti human 1gG eklendi.
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14- Eppendorf tiipler diisiik devirde vortekslendikten sonra +4°C’, karanlik ortamda 20
dakika inkiibe edildi.

15- Inkiibasyonu takiben eppendorf tiiplerin iizerine 400 pl %10 FBS iceren hiicre
yikama soliisyonundan eklendi.

16- Eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklagtirildi.

17- 15. ve 16. basamaklar iki kez tekrar edildi.

18- Pellet kismi1 300 pl %10 FBS igeren yikama soliisyonu ile ¢oziilerek akim sitometri
okuma cihazina 6zel olan tiipler icerisine aktarildi.

19- ‘Prime’ islemi yapilarak hazirlanan ve kalibrasyon kontrolii yapilmis olan BD marka
Facs Calibur model akim sitometri cihazinda tiipler okundu.

20- Her analizde 10.000 hiicre kapilandiktan sonra elde edilen median floresan degerleri

negatif ve pozitif kontrol tiiplerinin median degeri ile oranlanarak degerlendirildi.

6.7 Kiiltiir Siipernatant1 12. Giin Akim Sitometrik Capraz Uyum Testi (FCXM)

1- Kiiltiirlin 12. giliniinde tiim kuyucuklarin igerigi 2 ml’lik eppendorf tiiplerin igerisine
aktarildi.

2- Eppendorf tiipler 1700 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildi.

3- Siipernatant kisim yeni tiiplere aktarildi ve 12. giin FCXM deneyi gergeklestirildi. 12.
giin FCXM deneyi sonrasi kalan siipernatant 6rnekleri Luminex ve Elisa ¢aligmalarinda
kullanilmak {tizere -20°C’de saklandi. Pellet kisimda kalan lenfosit hiicrelerinin hiicre
yilizey markerlar1 ile boyama islemi gerceklestirildi.

4- Olgularin dondurulan lenfosit hicreleri (200.000 hiicre/olgu), 12.giin kiiltiir
slipernatantlari, pozitif ve negatif kontrol serumlar1 kullanilarak akim sitometrik ¢apraz
uyum testi gerceklestirildi.

5- Olgularin dondurulan hiicreleri 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi ve 8000 rpm
hizda 1 dakika santrifiij edildi.

6- Eppendorf tiiplerin siipernatant kisimlar1 uzaklastirilarak pellet kisim siispande edildi.
7- Hastalarin lenfosit hiicreleri iizerine dondér olgular i¢in kurulan kdltiir
stipernatantlarindan 500 pl, donor olgularin lenfosit hiicreleri lizerine de hasta olgular
icin kurulan kiiltiir siipernatantlarindan 500 pl eklenerek FCXM deneyi gerceklestirildi.
Ayrica her bir olgu hiicresi i¢in ayr1 ayr1 hem pozitif hem negatif serum 6rneklerinden

100 pl eklenerek FCXM deney diizenegi kuruldu.
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8- Lenfosit hiicrelerin {izerine uygun silipernatant ve serumlar eklendikten sonra
eppendorf tiipler oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

9- Inkiibasyonu takiben eppendorf tiiplere oda sicakligindaki PBS soliisyonundan 400
ul ilave edilerek eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.

10- Santrifiij sonunda eppendorf tiiplerin siipernatant kisimlari uzaklastirildi.

11- 9. ve 10. basamakta bulunan yikama islemi tekrarlandi.

12- Her bir 6rnek i¢in; 155 pl %10 FBS iceren hiicre yikama soliisyonuna 3,8 pl FITC
konjuge Fab fragment anti human IgG eklendi.

13- Eppendorf tiipler diisiik devirde vortekslendikten sonra +4°C, karanlik ortamda 20
dakika inkiibe edildi.

14- Inkiibasyonu takiben eppendorf tiiplerin iizerine 400 pl %10 FBS iceren hiicre
yikama soliisyonundan eklendi.

15- Eppendorf tiipler 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi.

16- 14. ve 15. basamaklar iki kez tekrar edildi.

17- Pellet kism1 300 pl %10 FBS igeren yikama soliisyonu ile ¢oziilerek akim sitometri
okuma cihazina 6zel olan tiipler icerisine aktarildi.

18- Prime islemi yapilarak hazirlanan ve kalibrasyon kontrolii yapilmis olan BD marka
Facs Calibur model akim sitometri cihazinda tiipler okundu.

19- Her analizde 10.000 hiicre kapilandiktan sonra elde edilen median floresan degerleri

negatif ve pozitif kontrol tiiplerinin median degeri ile oranlanarak degerlendirildi.
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6.8 Hafiza B ve Plazma Hiicrelerinin Hiicre Yiizey Markerlari ile Saptanmasi

1- Kiiltiirtin 12. giiniin de toplanan hiicrelerin iizerine 1 ml oda sicakligindaki PBS
soliisyonundan eklenerek 1700 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
2- Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirildi.
3- Pellet iizerine 200 puL oda sicakligindaki PBS soliisyonu ilave edildi ve hiicre
slispansiyonu Neubauer lami1 kullanilarak sayildu.
4- Her bir olgu i¢in hem hafiza B hiicre hem plazma hiicre sayilar1 hesaplandi.
5- Hafiza B hiicresi i¢in Anti-CD19-PE/ Anti-CD27-APC/ Anti-CD38-PerCP/ Anti-
CD138-FITC boyalari, plazma hiicresi i¢in Anti-CD20-PE/ Anti-CD27-APC/ Anti-
CD38-PerCP/ Anti-CD138-FITC boyalart kullanildi.
6- Boyamada kullanilacak olan boya miktar1 hiicre sayisina bagl olarak hazirlandi.

¢ CD 38 (perCp); 5 ul CD38 (boya) /1 milyon hiicre/ 100 pl (final hacim)

¢ CD 27 (APC); 5 ul CD27 (boya) /1 milyon hiicre/ 100 pl (final hacim)

¢ CD 138 (FITC); 5 ul CD138 (boya) /1 milyon hiicre/ 100 pl (final hacim)

¢CD 19 (PE); 20 ul CD19 (boya) /1 milyon hiicre/ 100 pl (final hacim)

¢CD 20 (PE); 5 ul CD20 (boya) /1 milyon hiicre/ 100 pl (final hacim)
7- Her bir olgu i¢in 2 farkli eppendorf tiip hazirland1 ve bu eppendorf tiiplerinin
birincisine hafiza B hiicre ylizey marker boyalar1 diger eppendorf tiipe plazma hiicre
ylizey marker boyalar1 eklendi ve iizerlerine 100 pl hiicre slispansiyonu ilave edilerek
eppendorf tiipler diisiik devirde 1-2 saniye vortekslendikten sonra oda sicakliginda,
karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.
8- Eppendorf tiiplere 400 pl oda sicakligindaki PBS soliisyonu ilave edildi ve tiipler
8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.
9- Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirildi.
10- 8. ve 9. basamaklar bir kez daha tekrar edildi.
11- Hiicre pelleti 300ul facs akim soliisyonu ile ¢6ziildii ve eppendorf tiiplerin igerigi
akim sitometri okuma cihazina 6zel olan tiipler igerisine aktarildi.
12- Prime islemi yapilarak hazirlanan ve kalibrasyon kontrolii yapilmis olan BD marka
Facs Calibur model akim sitometri cihazinda tiipler okundu.
13- Hafiza B hiicre ve plazma hiicre sayilar1 toplam okunan hiicre sayisina oranlanarak

belirlendi.

50



6.9 Elisa

1- 10 mM tris igerisinde ¢Oziinmiis olan 1,8 ug/ml GaHulgG, yiikksek baglanma
ozelligine sahip 96 kuyucuklu elisa kaplarinin igerisine 100 pl olacak sekilde eklendi.
2- Ardindan elisa kabinin iizeri oOrtiicii ile kapatilarak +4°C’de bir gece inkiibasyona
birakildu.

3- Kuyucuklar 200 pl, %0,05 tween 20/PBS soliisyonu ile iki kez yikandi.

4- Kuyucuklarin bloklanmasi i¢in %2BSA/Tween/PBS (azide ilaveli) soliisyondan
300ul eklenerek kuyucuklarin tizeri kapatildi.

5- Elisa kab1 30 dakika 37 C’de inkiibe edildi.

6- Standart egriyi olusturmak icin kullanilan referans serumun seri diliisyonu ve
slipernatant Orneklerinin diliisyonlar1 100 pl, %1BSA/Tween20/PBS (azide ilaveli)
soliisyonu ile gerceklestirildi.

7- Elisa kabinin iizeri kapatildi ve 37C’de 1 saat inbiibe edildi.

8- Inkiibasyon sonunda elisa kabinin kuyucuklari 200 pl, %0,05 tween 20/PBS
soliisyonu ile iki kez yikandu.

9- Diliisyonu yapilan 6rnek ve serumlar kuyucuklara eklendi. Negatif kontrol olarak
100ul %1BSA/Tween20/PBS (azide ilaveli) kullanildi.

10- Elisa kabinin tizeri kapatildi ve 37°C’de 1 saat inbiibe edildi.

11- Kuyucuklar 200 pl, %0,05 tween 20/PBS soliisyonu ile iki kez yikand.

12- Kuyucuklarin igerisine 100 pl, 0.11 pg/ml konsantrasyona sahip biotinli GaHulgG
eklendi ve 1 saat 37C’de inkiibe edildi.

13- Kuyucuklar 200 pl, %0,05 tween 20/PBS soliisyonu ile iki kez yikandi.

14- Kuyucuklara 100 pl, 9,6.102u/ml konsantrasyona sahip %1BSA/Tween20/PBS
(azide icermeyen) soliisyon igerisinde hazirlanan strepteavidin-HRP soliisyonundan
eklendi.

15- Elisa kabinin iizeri kapatildi ve 37°C’de 1 saat inbiibe edildi.

16- Kuyucuklar 200 pl, %0,05 tween 20/PBS soliisyonu ile iki kez yikandi.

17- Kuyucuklarin igerisine 100 pl ABST soliisyonu (%1 H20: igeren) eklendi ve 5
dakika oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibasyon saglandi.

18- Kuyucuklarin iizerine reaksiyonu durdurmak amagli 25 pul 250 mM oksalik asit
eklendi.

19- 450 nm dalga boyunda elisa kabinin kuyucuklarinin absorbans degerleri belirlendi.
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6.10 Luminex Calismasi

Luminex ¢aligmasi Antalya Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi Doku

Tipleme Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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7. SONUC VE ONERILER
7.1 Allosensitize Olgu Se¢iminde FCXM Sonuglari

FCXM-serum testleri, standart prosediirlere gore toplam lenfosit ¢apraz karsilastirma
analizi olarak yapildi ve FACS Calibur (Becton Dickinson, ABD) ile analiz edildi. PBMNC,
standart Ficoll Hypaque yogunluk gradyanli santrifiijleme teknigi kullanilarak heparinize
periferik kan orneklerinden izole edildi. Lenfosit alloantikor baglanmasi, FCXM-serum
testlerinde anti-lgG-FITC (Jackson Immunoresearch Laboratories, ABD) ile belirlendi. Onceki
caligmalardan dogrulanmis negatif ve pozitif kontrol serum 6rnekleri de dahil edildi. Hiicreler,
400 uL FACS akis ¢ozeltisi ile yeniden siispanse edildi ve bir akis sitometrisinde (FACS
Calibur, BD Biosciences, CA, ABD) analiz i¢in akis tiiplerine aktarildi. Ab baglanma skoru,
histogram {izerinde medyan floresan yogunlugu (MFI) degeri olarak belirlendi. FCXM sonucu,
ornegin negatif kontrol MFI degeri oran1 1,6'dan biiyiik oldugunda pozitif kabul edildi. FCXM
testinde (+) pozitiflik diizeyi olan olgular diisiik sensitizasyon diizeyine sahip olarak kabul
edilirken, FCXM testinde (++ ve +++) pozitiflik diizeyi olan olgular yiiksek sensitizasyon
diizeyine sahip olarak kabul edildi. FCXM testinde belirlenen +, ++ ve +++ degerlerini gosteren

demonstratif histogram sekil 7.1.’de verilmistir.
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Sekil 7.1. FCXM-siipernatant Histogramlari. FCXM-siipernatant test sonucu (+) pozitif olarak
kabul edildi (MCS: 1,96) (A); FCXM-siipernatant test sonucu (++) pozitif olarak kabul edildi
(MCS: sirastyla 5,33 ve 57,1) (B ve C); ve FCXM-siipernatant test sonucu (+++) pozitif olarak
kabul edildi (MCS: 480,86) (D)
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Calismamizda belirledigimiz MCS deger araliklar1 sekildeki haliyle kabul edilmistir.
Buna gore tez kapsaminda calisilan FCXM calismalarinin pozitiflik durumlart sekil 7.1. ‘de

verilen MCS araliklarina gore degerlendirilmistir.

Calismamiza dahil olan hasta ve dondr ¢iftlerin allosensitize durumlar1t FCXM yontemi
kullanilarak MCS hesaplamastyla belirlendi. Sonuglar ¢izelge 7.1°de gosterildi. Hasta olgularin

dondrlerine karsi allosensitize oldugu, donorlerin ise allosensitize olmadigi saptandi.

Cizelge 7.1. Allosensitize olgu se¢im

Olgu Serum FCXM Serum FCXM
1a hasta +++ 3
1b donér - 0
2a hasta + 1
2b donor - 0
3a hasta ++ 2
3b donor - 0
4a hasta + 1
4b donor - 0
5a hasta +++ 3
5b donor - 0
6a hasta + 1
6b donor - 0
7a hasta + 1
7b donor - 0
8a hasta +++ 3
8b donor - 0
9a hasta + 1
9b donor - 0
10a hasta + 1
10b donor - 0

1a, 3a, 5a, 8a olgulart MCS degerlerine gore kuvvetli pozitif; 2a, 4a, 6a, 7a, 9a ve 10a
olgular ise zayif pozitif; 1b, 2b, 3b, 4b, 5b, 6b, 7b, 8b, 9b ve10b olgular1 (dondrler) negatiftir.
Segilen tiim olgularin %50’si pozitif %50’si negatif iken pozitif olgularinda %40°1 kuvvetli

pozitif %60°1 zayif pozitiftir.
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7.2 HLA-A-B-DR Tiplendirme

Olgularin periferal kan Orneklerinden Roche High Pure gDNA izolasyon Kkiti
kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapildi. Olerup SSP HLA-A-B-DR combi tray Kiti
kullanilarak diziye 6zgiil primer yontemi (SSP) SSP yontemi ile elde edilen iiriinler %2
konsantrasyondaki agaroz jel elektroforezinde 40V akim altinda yiiriitiildii. Agaroz jel
goriintiilerindeki bant profilleri start skor yazilimi ile degerlendirilerek HLA tiplendirmesi
gerceklestirildi. Tiplendirme sonuglarina gore hasta ve dondr arasindaki missmatch durumu
belirlendi. Yapmis oldugumuz tiplendirme ¢alismasina ait demonstratif jel goriintiileri sekil 7.2.

de gosterilmistir. Sonuglar ise gizelge 7.2°de verilmistir.

B e e s e

Sekil 7.2. HLA tiplendirme: Demonstratif agaroz jel goriintiileri
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Cizelge 7.2. Olgularin HLA tiplendirme ve missmatch sonuglari

Olgu HLA-A HLA-B HLA-DR HLA missmatch
1a hasta *02/*02  *27/*51 *01/*16 +,
1b donor *01/*02  *27/*08 *01 /*03 +,
2a hasta *11/*11  *50/*51 *07/ *08 +,
2b donor *24[*32  *35/*51 *11/ *11 +,
3a hasta *02/*11 *35/*35 *04/*15 +,
3b donodr *01/*24 *40/*55 *01/*14 +,
4a hasta *24/*30 *13/*35 *11/*15 +,
4b donor *11/*24 *13/*35 *01/*11 +,
5a hasta 02/*30 *15/*49 *01/*11 +,
5b donor *01/*24 *18/*24 *03/*11 +,
6a hasta *02/*23 *44/*50 *04/*15 +,
6b donor *02/*02 *51/*63 *04/*13 +,
7a hasta *03/*11 *35/*35 *04/*11 +,
7b dondr *03/*11 *35/*55 *04/*14 +,
8a hasta *24/*30 *37/*? *08/*13 +,
8b donor *24/*30 *9[*? *9[*13 +,
9a hasta *02/*03 *37/*47 *13/*14 +,
9b donor *02/*03 *37/*44 *11/*13 +,
10a hasta *02/*03 *40/*44 *04/*11 +,

10b donor *11/*30 *18/*40 *03/*11 +,

8b olgusunun HLA-B ve HLA-DR gruplarindan 1 aleli saptanamamigtir. Diger tim

olgularda hasta ve donér arasinda missmatch durumu belirlenmistir.
7.3 Hiicre Kiiltiirii

Secilen olgularin lenfosit hiicre kiiltiiri hem DMEM besiyerinde hem de poliklonal
uyarim kokteyli igeren DMEM besiyerinde in vitro kosullar altinda gergeklestirildi. Kiiltiire
edilen hiicreler belirli zaman araliklarinda invert mikroskop altinda incelenerek iki farkli
besiyerinde ¢ogalan hiicrelerin morfolojileri degerlendirildi. Poliklonal uyarim sonucu plazma
hiicrelerinin hafiza hiicrelerine indiiklendigi gozlemlendi. Hasta olgularin kiiltiir 6rneklerine ait

olan mikroskop goriintiileri demonstratif olarak sekil 7.3’te gdsterildi.
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Kontrol | Poliklonal uyarim

Sekil 7.3 PBMNC hiicre kiiltiirlerinin kiiltiir siireleri boyunca poliklonal uyarima bagli olarak
hiicre morfolojilerindeki degisim ok: Poliklonal uyarima yanit olarak olusan hiicre kiimeleri

7.4 6 ve 12. Giin Kiiltiir Siipernatantlarinda FCXM

Caligmamizin 6. ve 12. giinlerinde kiiltiir siipernatantinda biriken alloantikorlari tespit
etmek ve buna gore alloreaktif hBH varligin1 ortaya ¢ikarmak igin kiiltiir siipernatanlar1 ve
karsilik gelen lenfositleri kullanilarak FCXM-siipernatant testleri yapildi. FCXM siipernatant
testleri, serum numuneleri kullanilarak FCXM'inkine benzer standart prosediire gére toplam
lenfosit ¢apraz eslestirme testi olarak yapildi ve FC (FACS Calibur, Becton Dickinson, ABD)
ile analiz edildi. FCXM-siipernatant testleri, alloreaktif hafiza B hiicresi siipernatant numunenin
MFI degerinin, uyarilmamis silipernatant numunenin MFI degerine orani 1,6'dan biiyiik
oldugunda pozitif kabul edildi. FCXM siipernatant pozitiflik seviyeleri (+, ++ ve +++),
konvansiyonel FCXM testine benzer sekilde MCS degerlerine gore belirlendi. FCXM
stipernatant testlerinde negatif kontrol 6rnegi olarak taze besiyeri ortami da kullanilmistir. Ek
olarak, ultra-santrifiij filtreler (Milipore, Irlanda) kullanilarak liyofilizasyon ve ultra-filtrasyon
gibi konsantrasyon prosediirlerinin FCXM-siipernatant madde testinin MCS degerleri
tizerindeki etkileri, rastgele secilen iki allosensitize vakanin siipernatant numuneleri igin
degerlendirildi (¢izelge 7.3.).
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Cizelge 7.3. Kiiltiir slipernatatlar1 ile gerceklestirilen FCXM c¢alismasinin MCS sonuglari

Olgu 6.giin/12. Giin 6. giin siipernatant  12. giin siipernatant FCXM
siipernatant FCXM
FCXM
1a hasta +H/++ 2 2
1b dondr -/- 0 0
2a hasta -/ 0 0
2b dondr -/- 0 0
3a hasta +/+ 1 1
3b dondr -/- 0 0
43 hasta -/- 0 0
4b donor -/- 0 0
5a hasta +H+/+++ 3 3
5b donor -/- 0 0
6a hasta +/+ 1 1
6b donor -/- 0 0
7a hasta -/ 0 0
7b dondr -/- 0 0
8a hasta +H+/+++ 3 3
8b donor -/- 0 0
9a hasta -/- 0 0
9b dondr -/- 0 0
10a hasta -/ 0 0
10b donor -/- 0 0

Kuvvetli pozitif olgulardan 1a, 5a ve 8a olgularinin hem 6. hem 12. giin kiiltiir sonu
slipernatantlarinda gergeklestirilen FCXM test sonucu kuvvetli pozitif; kuvvetli pozitif 3a
olgusunun sonucu pozitif; pozitif (+) belirlenen 2a, 4a, 6a, 9a, 10a olgulari ile negatif belirlenen

olgularin tamaminda FCXM sonuglar1 6. ve 12. giin i¢in negatiftir.
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7.5 Kiiltiir Sonu Hiicrelerin Hiicre Yiizey Markerlari ile Isaretlenmesi

Hafiza B hiicre uyariminin etkinligini saptamak icin olgu ve kontrollerin poliklonal

olarak uyarilmis ve uyarilmamis numuneleri arasinda karsilastirma yaptik (¢izelge 7.4.).

Cizelge 7.4. CD38 boyama sonuglari

Olgu CD 38 +
1a hasta 3,67
1b donor 0,87
2a hasta 2,36
2b dondr 2,98
3a hasta 2,31
3b donor -
4a hasta 0,97
4b donor 0,93
5a hasta 1,93
5b donor 0,95
6a hasta -
6b donor -
7a hasta 2,29
7b donor 1,24
8a hasta 1,62
8b donor 2,49
9a hasta 1,18
9b donor 1,8
10a hasta 6,96
10b donor 1,78

Kiiltiirtin 12. giinii toplanan hiicreler anti-CD38-FITC ile isaretlendi ve CD38+ hiicre
sayis1 akim sitometrik yontemle tespit edildi. Elde edilen CD38+ hiicre sayilari deney ve
kontrol gruplari arasinda oranlanarak degerlendirildi. 3b, 6a, 6b olgularinda CD38+ degeri

saptanamazken diger olgular arasinda 0,87 ile 6,96 kat aralig1 degisiklik gosterilmistir.

FCXM degeri kuvvetli olan olgularin CD38+ ortalamas1 2,28, zayif pozitiflerin
ortalamasi1 1,67, negatif olgularin ortalamasi 1,63 olarak hesaplandi. CD38+ isaretli hiicre
miktar1 kuvvetli pozitif olgularda, zayif pozitiflere oranla 1,36 kat daha fazladir.
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7.6 12.Giin Kiiltiir Sonu Luminex Sonuglari

Kiiltiir sonunda toplanan siipernatantlarla Luminex c¢alismast gergeklestirilerek

poliklonal uyarimin HLA siniflari tizerindeki etkinligini saptadik (gizelge 7.5.)

Cizelge 7.5. 12. Giin kiiltlir sonu Luminex sonuglar1

Olgu 12. Giin 12. Giin Luminex 12. Giin Luminex
Luminex Siif 1 Siif 11
Sinif I/11
1a hasta +/+ 1 1
1b dondr -/- 0 0
2a hasta -/- 0 0
2b donor -/- 0 0
3a hasta -/- 0 0
3b donor -/- 0 0
4a hasta -/- 0 0
4b donor -/- 0 0
5a hasta +/+ 1 1
5b dondr -/- 0 0
6a hasta -/- 0 0
6b dondr -/- 0 0
7a hasta -/- 0 0
7b dondr +/+ 1 1
8a hasta -/- 0 0
8b donor -+ 0 1
9a hasta -/- 0 0
9b donor -/+ 0 1
10a hasta -/- 0 0
10b donor -/- 0 0

Baglangic FCXM sonuglar1 kuvvetli pozitif olan 1a, 5a, 8a (+++) olgularinda HLA sinif
I HLA simif II antikorlarinin varligi, olgu 9a (+)’nin sadece HLA sinif II antikorlarinin varligi
saptanmistir. Kuvvetli pozitif olgu 3a ve negatif olgularin tamaminda HLA antikorlarina
rastlanmamistir. Lumineks yontemi ile tiim pozitif olgularin %30 unu, kuvvetli pozitif olanlarin

da %50’si saptamustir.
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7.7 Kiiltiir Siipernatanlarindaki anti-HLA Ab Tespiti

Stipernatantlar ve karsilik gelen lenfositler kullanilarak gerceklestirilen FCXM-ylizer
madde analizlerine ek olarak, kiiltiir siipernatanlari, Lifecodes Lifescreen Deluxe Kit (Immucor
Transplant Diagnostics, Stamford, CT) kullanilarak Luminex tarafindan anti-HLA Abs varligi
acisindan tarandi. Luminex testindeki poliklonal olarak uyarilmig hBH  kiiltiir
siipernatanlarindaki anti-HLA Abs'nin MFI degerleri, serum orneklerinden ¢ok daha diisiik
oldugu igin, segilen 6rneklere Luminex-SAB testi uygulandi. Poliklonal olarak uyarilmis hBH
kiltlirii siipernatanlarinda, Luminex ve FCXM fistte yiizen tahlillerinde alloantikorlar i¢in
nispeten daha yiiksek MFI degerlerine sahip vakalardan ikisi (Cizelge 7.3.'de 5a ve 8a)
Luminex-SAB testi i¢in se¢ildi. Bu iki ornek, anti-HLA Ab 6zgiilliiklerini belirlemek igin
LabScreen HLA smif I ve smif II tek antijen boncuklari (One Lambda, Canoga, CA)
kullanilarak test edildi.

Luminex ve FCXM'deki poliklonal olarak uyarilmig hBH kiiltiirii siipernatanlarinda
anti-HLA Abs igin nispeten daha yiiksek MFI degerlerine sahip iki vaka (olgu 5a ve olgu 8a)
Luminex-SAB tahlili i¢in segildi. Poliklonal olarak uyarilmis hBH kiiltiirii siipernatanlari ile
Luminex-SAB calismalari, spesifik anti-HLA Ab tiirlerini ortaya ¢ikardi (Cizelge 7.6.).

Cizelge 7.6. Lumineks SAB test sonuglari

Case Class T anti-HLA Abs Class II anti-HLA Abs Miss-
Na. matches
A®D1:01 A®03:01 A*11:01 A®11:02 A*23:01 A*24:02 A*24:03 A*25:01 A*26:01 A*3201 A®33:01 A*33:03 DRBE1*09:01 DRE3*01:01 A*D1,
5a A*34:02 A" 36001 A®66:01 A*66:02 A"68:01 A"68:02 A*69:01 A*BD:01 DRE3*03:01 A"24
B*07:02 B*07:03 B*08:01 B*13:02 B*14:01 B*14:02 B*15:12 B*15:16 B*18:01 B*27:03 B*27:05 B*27:08 B*37:01 DQAL*01:03 DQB1*03:02 B*18,
B*38:01 B*39:01 B*40:01 B*40:02 B*41:01 B*42:01 B*44:02 DEBE1*03:03 DQBE1*06:01 B*24
B*44:03 B*45:01 B*47:01 B*48:01 B*54:01 B*55:01 B*56:01 B*57:01 B*58:01 B*59:01 B*67:01 B*73:01 B*81:01 DQBE1*06:02 DOB1 *06:03 DRBE1*11
B*82:02 DEBE1*06:04
CHOL02C" 02:02C*04:01 C*04:03C*05:01C* De:02C* 15:02C* 17:01C* 18:01
A*DZ:0Z A*0Z:03 A®02:05 A*03:01 A®11:01 A*20:01 A*31:01 A*33:03 A*66:01 A*66:02 A*68:01 A*bE:02 A*30,
83 pezam B07

7.8 Elisa Testi

Toplam IgG Ab seviyeleri, dolayli Elisa testi ile 6l¢iildii. Optik yogunluk (OD)
degerleri, bir mikroplaka okuyucusunda (MultiSkan FC, Thermo Fisher Scientific) 450 nm
dalga boyunda elde edildi. Hasta ve kontrol grubu igin poliklonal olarak uyarilmig ve

uyartlmamis numuneler arasinda toplam IgG Ab seviyeleri karsilastirildi (¢izelge 7.7).

Optik yogunluga gore toplam IgG Ab seviyelerini belirlemek icin sekil 7.4.’te gosterilen
IgG standart egrisi olusturuldu. Standart egri olusturulurken kullanilan konsantrasyonlar 2

tekrarl1 olacak sekilde c¢alisildi (sekil 7.4.).
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Cizelge 7.7. Periferik hBH'lerin in vitro poliklonal stimiilasyonundan sonra Elisa ile toplam
IgG Ab analizlerinin uyarim yapilan ve yapilmayan kiiltiirlerdeki degerlerin birbirine orani

Olgu 12. giin Elisa total IgG oram
1a hasta 3,65
1b donor 9,62
2a hasta 1,7
2b donor -
3a hasta 52,94
3b donor 1,88
4a hasta -
4b donor -
5a hasta 25,76
5b donor 6,06
6a hasta 16,06
6b donor 42,07
7a hasta -
7b donor 3,06
8a hasta 18
8b donor 34,64
9a hasta 2,02
9b donor -
10a hasta 3,25
10b donor 10,35

2b, 4a, 4b, 7a, 9b olgularinda total IgG orani belirlenememistir. Diger tiim olgularda
poliklonal uyarim ile birlikte kiiltiirde biriken total IgG miktarinin 1,7 ile 52,94 kat araliginda

degisimi saptanmustir.

FCXM sonucu kuvvetli pozitif olgulardaki IgG ortalamasi 27,45; zayif pozitif olgularda
ortalama 9,75; negatif olgularda 15,38 degerindedir. Kuvvetli pozitif olgularda IgG miktar1
pozitif olgulara goére 2,81 kat daha fazladir.
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8. TARTISMA

Alloreaktif hBH'nin hiimoral alloimmiinitenin bir parcasi olarak degerlendirilmesinin
transplantasyonun basarisini arttirmast beklenir. Teknik sinirlamalar nedeniyle, su anda
alloreaktif hBH degerlendirmesi i¢in rutin olarak uygulanabilir bir test yoktur. FC, ELISPOT
ve Luminex tabanli yaklagimlarla HLA tetramer boyamasi favoriler arasindadir, ancak
FCXM'in bu amag i¢in kullanigliligi hakkinda daha az bilgi mevcuttur. Bu nedenle bu
calismada alloreaktif hBH degerlendirmesinde FCXM tekniginin degerini arastirmay1
amagladik.

Alloreaktif hBH'lerin daha fazla bulundugu kemik iligi veya lenf diigiimlerinden
biyolojik drneklerin elde edilmesi zor oldugundan giiniimiizde alloreaktif hBH degerlendirmesi
i¢in periferik kanim en iyi biyolojik materyal oldugu konusunda bir fikir birligi vardir. Ote
yandan, periferik kandaki hBH repertuarinin hiimoral alloimmiin potansiyeli ne kadar temsil
edebilecegi veya tamamlayabilecegi hala tam olarak net degildir. Bununla birlikte, bu
caligmada erisilebilirligi nedeniyle alloreaktif hBH'yi degerlendirmek igin periferik kan
orneklerini kullandik. Biyolojik materyal orneklemesinin otesinde, eger alloreaktif hBH
degerlendirmesi klinik olarak anlamli bir test haline gelecekse, doku tipleme laboratuvarlarinda
halihazirda var olan ekipman ve teknikleri kullanmamiz daha iyi olacaktir. Maliyet, kolaylik ve
giivenilirlik, dikkate alinmasi gereken diger konulardir. Tiim bunlart g6z Oniinde
bulundurdugumuzda, FCXM-siipernatant tabanli yaklagim bazi avantajlar sunmaktadir. Anti-
HLA Abs'yi saptamak i¢in sentetik HLA molekiillerini kullanan diger analizlerin aksine,
FCXM siipernatanti, HLA'nin dogal formlarimi ve ayrica lenfositlerin yiizeyindeki diger
alloantijen molekiillerini kullanir; bu, FCXM siipernatant1 ve dondre 6zgii HLA-ELISPOT igin
benzersiz bir 6zelliktir. Caligmamizda tespit edilen FCXM-siipernatant pozitif ancak Luminex-
slipernatant negatif 1 olgunun (olgu 3a) agiklamasi luminekste sentetik HLA molekiillerinin
kullaniliyor olmasidir. Dondre 6zgii HLA-ELISPOT testinin alloreaktif hBH'leri de 6l¢ebildigi
bildirilmistir (Karahan ve ark. 2017). FCXM-siipernatant testinden elde edilen MFI degerleri,
alloreaktif hBH'min miktarin1 gosterebilsede, alloreaktif hBH'leri giivenilir bir sekilde 6l¢ebilen
paralel olarak gerceklestirilen bir test olmadan hBH miktarint belirleme kabiliyeti hakkinda

yorum yapmak zordur.

Literatiirde FCXM-siipernatant testinin kiigiik bir c¢alisma grubu iizerinde
gerceklestirildigi iki rapor bulunmaktadir. Lucia vd. (2015) hBH siipernatantlart ile
gerceklestirilen FCXM testinde 10 6rnekten yalnizca birinin negatif oldugunu bildirdi. Karahan
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ve ark. caligmalarinda FCXM testinde 10 giinliik uyarilmis hBH kiiltiirii sipernatantlari ile
birlikte HLA tipi bilinen saglikl1 bireylerin periferal kan mononiikleer hiicreleri kullanmiglardir.
Alloantijen maruziyeti olan vakalarin tiim IgG izole siipernatant 6rneklerinde FCXM testlerinin
ya T-FCXM ya da B-FCXM igin pozitif oldugunu bildirmislerdir. Gergeklestirmis olduklari
caligmada alloantijen maruziyeti olmayan olgularda FCXM testleri negatifti. Ayrica, FCXM
test sonuglarinda, bir hiicre kiiltiiriinde in vitro poliklonal stimiilasyon tiizerine iiretilen
alloantikorlarin, lenfositlerin yilizeyindeki dogal HLA molekiillerine baglanma kabiliyetini
gostermesi agisindan 6nemli oldugunu iddia etmislerdir. Karahan ve ark. HLA'ya 6zgi
hBH'lerin, sensitize bireylerin %64'inde ultra-santrifiij filtrasyonun ardindan saptanabilir
oldugunu bildirdi. Ayrica, immiinize edilmis bireylerin %82'sinde protein G afinite saflastirma
yontemini kullanarak siipernatantin konsantrasyonunu takiben HLA'ya 6zgii hBH'leri

saptamiglardir (Karahan vd., 2019).

Calismamiza dahil edilen tiim alloimmiinize bireylerin %50'sinde herhangi ilave
konsantrasyon asamasi olmaksizin FCXM-siipernatant testi ile alloreaktif hBH'ler saptadik.
Calisgmamizda IgG Ab saflastirmasini kullanamadik. Bunun yerine, liyofilizasyon ve ultra
filtrasyon prosediirlerinin teknik faydalarini, FCXM siipernatant pozitif vakalarin MFI
degerleri lizerinde degerlendirdik. Liyofilize numunelerde 2,44 kat daha yiiksek MFI degerleri
ve ultra filtrelenmis numunelerde 5,2 kat daha yiiksek MFI degerleri belirlenmistir. Bu tiir
konsantrasyon prosediirleri, o6zellikle diisiik alloantikor seviyelerine sahip numunelerde

FCXM-siipernatant testinin saptama oranini arttirabilecegini ortaya koymaktadir.

Toplam IgG Ab seviyeleri, hem allosensitize hem de allosensitize olmayan olgularin
poliklonal olarak uyarilmig hBH kiiltiir siipernatantlarinda poliklonal olarak uyarilmamis
siipernatant Orneklerine kiyasla yaklagik 10 kat daha yiiksek seviyeye sahip oldugu
gosterilmistir. Bu durum allosensitizasyonun poliklonal stimiilasyon seviyesi lizerinde bir
etkisinin olmadigmi gostermektedir. Toplam IgG Ab diizeylerinin ayrintili analizlerinde,
FCXM-serumunun zayif (+) pozitif oldugunu, ancak FCXM-siipernatant negatif numunelerin
daha diisiik toplam IgG Ab diizeylerine (Ortalama: 27,45; 9,75) sahip oldugunu fark ettik; bu
sonuglarda zayif allosensitize olgularda hBC uyariminin yetersiz oldugunu gostermektedir. Ote
yandan, FCXM serumu kuvvetli (++ ve +++) pozitif olan ve toplam IgG Ab diizeyi diisiik olan
tiim vakalarin FCXM-siipernatant test sonuglar1 pozitifti. Ayrica, yalnizca FCXM-serum testi
ile tespit edilen diisiik diizeyde allosensitizasyona sahip vakalar dikkate alindiginda, toplam IgG

Ab seviyeleri, FCXM siipernatant pozitif vakalarda ortalama 9,75 ve negatif FCXM-

65



slipernatant olgularindan ortalama 15,38 oldugu saptanmigtir. Sonug¢ olarak poliklonal
stimiilasyonun bagarisi, FCXM-siipernatant test pozitifligi ile yakindan iligkilidir ve toplam IgG

Ab Elisa testi, in vitro poliklonal stimiilasyonun basarisini tahmin edebilir.

Calismamizda allosensitize ve allosensitize olmayan olgularin toplam IgG diizeylerinde
tespit edilen benzerligin aksine, allosensitize olgularin antijen sunun hiicre (ASC) oram
allosensitize olmayan olgulardan beklenmedik sekilde 2,86 kat daha yiiksekti. Poliklonal
stimiilasyonun, allosensitize edilmis ve allosensitize edilmemis olgular arasinda toplam IgG
seviyelerini esit tutarak allosensitize olgularda ASC benzeri hiicre sayisini nasil arttirilabilecegi

sorusu yanitlanmay1 beklemektedir.

Onceki calismalar, poliklonal olarak aktive edilmis hBH kiiltiir siipernatantlarinda
biriken alloantikorlarin miktarini gostermede yetersiz oldugundan, anti-HLA'nin varligini
arastirmak i¢in Luminex-SAB testinde FCXM c¢alismasinda elde edilen en yiiksek MFI
degerine sahip yalnizca iki siipernatant numunesini sectik. Luminex-SAB testi, sirasiyla olgu
5a ve 8a'min hBH'lerinin poliklonal aktivasyonunu takiben donérlerin missmatch HLA
gruplarina kargi iretilmis olabilecek ti¢ farkli anti-HLA Abs ve yalnizca bir anti-HLA Ab

gosterdi.

Elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde olgulardaki HLA missmatch sayisi ile
kuvvetli veya zayif pozitiflik arasinda bir iligkinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla olgu ile

yapilacak ileri ¢caligmalara ihtiyag vardir.

Calismamizin amaci serum ve siipernatant numuneler arasinda anti-HLA Ab tiirlerini
karsilagtirmak olmadigindan, olgu 5a ve 8a'nin serumlar1 i¢in Luminex-SAB sonuglarina sahip
degiliz. Luminex-SAB testinin, FCXM-siipernatant testinde (+++) pozitiflik diizeyi olan
olgularin siipernatanlarinda anti-HLA Ab tiirlerini basarili bir sekilde ortaya koyabildigini

sOylemek miimkiindiir.

Alloreaktif hBH tespiti i¢in kullanilan FC tabanli FCXM-siipernatant testi mevcut
haliyle hBH'min profilinin ¢ikarilmasi igin Yyeterli degildir. Bununla birlikte, HLA
karakterizasyonu 1yi yapilmis lenfosit kiiltlirlerinin siipernatantlar1 kullanilarak yapilacak olan
FCXM g¢aligsmalarmin hBH profillemesi i¢in hala bir olasilik tasgimaktadir. HLA tetramer
boyamasi ve Luminex tabanli analizler ile belirli HLA gruplarimin ¢alisilmasi sonucunda
dolasimdaki alloreaktif hBH havuzu belirlenebilir. Bu da potansiyel olarak nakil dncesi ve

sonrasi risk degerlendirmesinin dogrulugunu arttirabilir ve bekleme listesini sekillendirebilir.
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Ote yandan, alloreaktif hBH'lerin donére dzgii bir sekilde ortaya ¢ikarilmasi, yalmzca nakil
Oncesi ve sonrasi donemde dondre Ozgii antikorlarin basarili bir sekilde izlenmesini
gelistirebilir. Donére 6zgii HLA-ELISPOT ve FCXM analizlerinin, alloreaktif hBH'leri donére
Ozgii bir sekilde ortaya ¢ikarabilen tekniklerden ikisi oldugu goriilmektedir (Karahan vd.,
2017). Giivenilir bir niceleme i¢in tek basina yeterli olmamasina ragmen, FCXM-siipernatant
testinin basitligi nedeniyle dondre 6zgii HLA-ELISPOT'tan bir adim 6nde oldugu tahmin
edilebilir.

Calismamizda elde edilen 6. giin ve 12. giin FCXM-silipernatant testi sonuglari
arasindaki tam uyum, 6 giinlik PBMNC Kkiiltiir periyodunun FCXM siipernatant testinde

giivenilir sonuglar almak i¢in yeterince iyi oldugunu gostermektedir.

Son olarak, dondre 6zgii alloreaktif hBH'lerin tespiti sz konusu oldugunda, FCXM-
slipernatant testinin baz1 modifikasyonlarla rutin bir test olmaya aday olacagina inaniyoruz.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar doi.org/10.1016/j.trim.2022.101642 numarali makalede

yayinlanmustir.
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