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Bobrek Nakli Sonrasi Birinci Yilda
Panel Reaktif Antikorlarin
Akim Sitometri ile Takip Edilmesi

Follow up of Panel Reactive Antibodies by
Flow Cytometry During the
First Year of Renal Transplantation

OZET Amag: Bobrek naklinde insan 16kosit antijen (HLA)lerine 6zgii antikorlarin énemli rolii 40 yildir
bilinmektedir, ancak son 10 yilda nakilden sonra olusan anti-HLA antikorlarinin greft yetmezligi ve re-
jeksiyon gelisimi ile iligkisini aragtiran calismalar agirlik kazanmaktadir. Bu ¢alismada canli akraba veri-
ciden bobrek nakli yapilan hastalarda nakil sonrasi bir yil icinde gelisen anti-HLA antikorlarin arastirilmasi
ve bu antikorlarin nakil sonras: rejeksiyon ataklari, greft sagkalimi ve serum kreatinin diizeyleri ile ilis-
kisinin ortaya konmas: amaglanmigtir. Gereg ve Yéntemler: Calismaya 2001-2007 tarihleri arasinda bob-
rek nakli yapilan 50 hasta alinmis, nakil sonras1 1., 6. ve 12. aylarda alinan serum orneklerinde akim
sitometri yontemi kullanilarak anti-HLA antikorlar [panel reaktif antikorlar (PRA)] dl¢tilmiistiir. Bulgu-
lar: Hastalarin 17 (%34)’sinde nakil sonrasi1 dsnemde PRA (+) iken, 33 (%66) hastada ise PRA sonucunun
(-) oldugu gortlmiistiir. Nakil sonras: 12 ay takipleri yapilan hastalardan PRA (+) olan grupta 8 (%47) has-
tada, PRA (-) olan grupta ise 5 (%15) hastada akut rejeksiyon (AR) atag: saptanmstir (p= 0.021). Nakil
sonras birinci ayda olusan sinif I ve simif IT anti-HLA antikorlara sahip olan 6 hastadan 5 (%83.3)'inde, AR
atag: (p= 0.049) gelisirken, 6. ve 12. aylarda olusan anti-HLA antikorlar: ile AR arasinda anlaml iligki bu-
lunamamustir. PRA konsantrasyonlarini degerlendirdigimizde, sinif I ve simif II PRA > %10 olan grupta
hastalarin sirasi ile %62.5’i ve %57.1'1 AR atag yasarken, sinif I ve sinif IT PRA < %10 olan her iki grup-
taki hastalarin %33.3'i AR atag gecirmistir (p> 0.05). Sonug: PRA (+) grupta daha fazla rejeksiyon atak-
larinin olmasi nakil sonras1 donemde PRA yo6ntemi ile HLA antikorlarinin izlenmesinin greft sagkalimi
agisindan 6nemli bir prognostik belirte¢ olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bébrek transplantasyonu; akim sitometri; reddetme (psikoloji)

ABSTRACT Objective: The important role of antibodies against human leukocyteantigen (HLA) in renal
transplantation has been known over the last 40 years. However, in the last 10 years the association of an-
ti-HLA antibodies produced after renal transplantation with graft failure and rejection has gained impor-
tance. In this study we aimed to investigate anti-HLA antibodies and the relation of these antibodies with
rejection episodes, graft survival and serum creatinine during one year period after renal transplantation
in patients underwent living related renal transplantation. Material and Methods: A total of 50 living re-
lated donor kidney recipients transplanted between 2001 and 2007 were enrolled in this study and anti-
HLA antibodies [panel reactive antibodies (PRA)] were measured by using bead based flow-cytometry
assays in serum samples taken at 1., 6. and 12. months after transplantation. Results: In 17 (34%) patients,
PRA was positive after transplantation, however, in 33 (66%) patients PRA was found negative. Eight
(47%) patients with post-transplantation HLA-reactive antibodies [PRA (+)] and 5 (15%) patients with no
detectable anti-HLA antibodies [PRA (-)] were developed acute allograft rejection (p= 0.021). While 5 of
6 (83.3%) patients who had HLA class I and II reactive anti-HLA antibodies at the first month were de-
veloped acute rejection episodes (p= 0.049), no significant relation was found between anti-HLA antibo-
dies detected at the 6th and 12th month and acute rejection. When the concentration of PRA was assessed,
in patients with class I and IT PRA levels >10% the acute rejection episodes developed in 62.5% and 57.1%
of the patients respectively and the acute rejection rates of patients with class I and II PRA levels <10%
were 33.3% in both (p> 0.05). Conclusion: In conclusion, the higher occurrence of rejection episodes in
PRA (+) group may show the importance of anti-HLA antibody monitoring using flow-PRA after renal
transplantation as a prognostic marker in terms of graft survival.

Key Words: Kidney transplantation; flow cytometry; rejection (psychology)
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obrek nakli sonrasinda geriye doniisiimsiiz
B olarak greft kaybina sebep olabilecek ¢ok sa-

yida komplikasyon gelisebilmektedir. Nakil
oncesi yapilan ¢esitli immiinolojik tarama testleri-
ne ve diizenlenen immiinsiipresif tedaviye ragmen
hala hiicresel ve humoral mekanizmalarla yonlen-
dirilen rejeksiyonlardan dolay: greft kaybi olmak-
tadir.! Son yillardaki bir¢ok c¢aligma, bobrek
naklinden sonra anti-insan 16kosit antijeni (HLA)
antikorlarin prevalansini ve bu antikorlarin akut ve
kronik rejeksiyon riski acisindan klinik 6nemini
degerlendirmektedir. Kan nakilleri, gebelikler ve
rejeksiyonlar sonrasinda olusan anti-HLA antikor-
lar genel olarak panel reaktif antikorlar (PRA) ad1-
n1 almaktadir. Bu anti-HLA antikorlar sinif I ve
sinif II olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir. Simif
ve sinif IT anti-HLA antikorlar, farkl hiicreleri ak-
tive ederek immiin yaniti baglatmakta ve rejeksi-
Bobrek mnakli

sonrasinda farkli oranlarda anti-HLA antikorlarin

yona katkida bulunmaktadir.

gelistigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.”> Bu
farkli oranlar, kullanilan teknige bagh olmakla bir-
likte hastalardan kan alma zamaninin farkl olma-
sindan da kaynaklanmaktadir.® Nakil sonras:
anti-HLA antikorlarin varligi, daha yiiksek akut re-
jeksiyon (AR) oranlar ile iligkili bulunmustur.*”
Nakilden sonra erken donemde gelisen anti-HLA
antikorlarin, naklin 1. yilindan sonra gelisen anti-
HLA antikorlardan daha fazla grefti hasarladig: be-
lirlenmistir.®? Reperfiizyon ve iskemi zamaninin
erken donemdeki anti-HLA antikor olusumunu et-
kileyebilecegi bildirilmistir.! Bu olay, endotel akti-
vasyonuna ve proinflamatuar sitokinlerin
salinimina yol acarak HLA ve adezyon molekiille-
rinin ifadesini artirir.>!° Boylece nakil sonras: er-
ken déonemde immiin yanitin baglamasina, sonug
olarak da anti-HLA antikor iiretimine sebep olur.
Nakil 6ncesi donemde duyarl hale gelmeyen (kan
transfiizyonlari, gebelik vb.) hastalarda bile hasta-
nin ge¢misinde yasadig1 duyarlilik nedeni ile olu-
san hafiza B hiicrelerinin tekrar aktif hale gelmesi,
nakil sonras: erken giinlerde anti-HLA antikor iire-
timini kolaylagtirabilecegi belirtilmektedir.! Yine
nakil sonrasi 1 yil i¢inde sinif I anti-HLA antikor-
lar bulunmaksizin sinif II anti-HLA antikorlarin
olusumunun da greft kayb:1 ve kronik rejeksiyon

BOBREK NAKLI SONRASI BIRINCI YILDA PANEL REAKTIF ANTIKORLARIN AKIM SITOMETRA...

icin 6nemli bir risk faktori oldugu agiklan-
migtir. Nakil sonrasi donodr spesifik antikor
(DSA)’larin immiinolojik komplikasyonlar ve greft
kaybi ile korelasyonu gosterilmis, hatta vericiye 6z-
gl olmayan antikorlar (non-DSA) ile rejeksiyon

baglantis1 da bildirilmistir.”**

Solid faz ¢aligmalari ile anti-HLA antikorlarin
rejeksiyon mekanizmasindaki roli ve klinik one-
mi daha iyi anlagilmistir. Akim sitometri teknigi,
PRA’larin aragtirilmasinda duyarli bir yontem ola-
rak dikkat cekmektedir.! Bu yontemle aktivasyonu
komplemana bagli olan ve olmayan tiim anti-HLA
antikorlar: saptanabilmektedir. Gelisen teknoloji-
ler sayesinde nakil 6ncesi gelisen alloantikorlar ile
bobrek sagkalimi arasindaki giiglii iligki ortaya kon-
mus, bu konudaki bilgi birikimi giderek artmigtar.!
Biz de ¢aligmamizda, bobrek nakli sonrasinda olu-
san anti-HLA antikorlarin rejeksiyon ataklar: ve
greft sagkalimi ile iligkisini aragtirmayi planladik.
Bu amacla, canli akraba vericilerden bobrek nakli
yapilan hastalarda nakil sonrasi bir y1l icinde olusan
anti-HLA antikorlar akim sitometri teknigi kulla-
nilarak 6l¢tildii ve rejeksiyon ataklar ile iliskisi de-
gerlendirildi.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu galigmaya, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fa-
kiiltesinde 2001-2007 yillar1 arasinda canl akraba
vericiden bobrek nakli olan 50 hasta alinmigtir. Ca-
ligma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
etik kurulundan onay alinarak ve Helsinki Dekla-
rasyonu 2008 prensiplerine uygun olarak yapilmis-
tir. Caligmaya, nakil 6ncesi komplemana bagh
sitotoksisite [complement dependent cytotoxicity
(CDCQ)] ve akim sitometri teknikleri ile DSA sap-
tanmamis olan 18 yasindan biiyiik hastalar ve can-
Ii akraba vericileri dahil edilmigtir. Hastalardan
nakil sonrasi 1., 6. ve 12. aylarda alinan serum 0r-
neklerine akim sitometri (EPICS-XL Coulter Cor-
poration, Miami FL, ABD) ile PRA tarama testi
(Flow-PRA screening-FL12-60;0ne Lambda, Ca-
noga Park, CA, ABD) ve PRA tanimlama (Flow-
PRA specific-FL1SP, FL1SP44, FL1HD, FL2SP;
One Lambda, Canoga Park, CA, ABD) testi uygu-

lanmagtir.
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PRA Tarama ve Tanimlama Testi: Tarama tes-
tinde sinif I veya sinif II antijenleri ile kaplanmig
tek boncuk grubu kullanilirken, tanimlama testin-
de her sinif i¢in dort grupta toplam 32 adet saflas-
tirtlmig HLA antijeni kapli boncuk kullanilmak-
tadir. Olgiim igin 20 L hasta serumuna 5 pL PRA
boncuk gruplar (sinif I veya sinif IT) eklenmis, ha-
fifce karigtirilarak 20-25°C’de, 30 dakika inkiibe
edilmistir. Boncuk-serum karigimina 1X yikama
cozeltisi eklenerek karigtirlmistir. Tki kez yika-
narak 1500 g’'da 15 dakika santrifiij edilmis ve st
s1v1 uzaklagtirilmigtir. 100 pL 1X “fluoresceinisot-
hiocyanat (FITC)” ile konjuge edilmis keci anti-
human IgG eklenerek hafifce karistirilmis ve
karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. iki kez y1-
kama ¢ozeltisi ile yikanarak akim sitometride ana-
liz edilmistir.

Serumda anti-HLA antikor varsa antijen kap-
1 boncuklara baglanmakta ve floresan isaretli an-
ti-human IgG antikoru ile inkiibasyondan sonra
anti-HLA IgG pozitif serumu, negatif seruma ki-
yasla bir floresan kanal gecisi gostermektedir.
PRA tarama testinde, serumla pozitif reaksiyona
giren boncuklarin yiizde orani belirlenmekte FL1
histogramindaki IgG-(FITC) sinyalizasyonu ana-
liz edilmektedir. PRA tanimlama testinde ise ne-
boncuklarin FL1
histograminda yer degistirmesi derecelendirilerek

gatif reaksiyona oranla
ilgili yazilimda (Flow-PRA software version beta
9, One Lambda, Canoga Park) degerlendirilmek-

tedir.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Istatistiksel analizler SPSS for Windows VER 15.0
(SPSS., Chicago IL, ABD) ile yapilmistir. Klinik ve
laboratuar parametrelerin karsilagtirilmasinda
gruplar arasindaki sayisal verilerin karsilagtirilma-
s1icin Student-t testi, kategorik verilerin karsilas-
tirilmasi igin ki-kare ve Fisher’in kesinlik testi
kullanilmigtir. Greft sagkalimi Kaplan Meier ana-
lizi ile belirlenmistir.

Tilay KILICASLAN AYNA ve ark.

I BULGULAR

Hasta grubunun yas ortalamasi 38 + 10 (aritmetik
ortalama + standart sapma), verici grubunun yas or-
talamasi1 53 + 11 (aritmetik ortalama + standart sap-
ma) olarak bulunmugtur. Caligmaya dahil edilen
hastalarin 33’ti erkek, 17’si kadindar. Vericilerin ise
18’1 erkek, 32’si kadindir. Ayrica vericilerin 17’si
anne, 13’1 kardes, 12’si baba, 4’1 es, 3'ii yegen ve
1’i teyzedir. Hasta ve vericiler arasinda en az 1A,
en fazla 2A, 2B, 2DR uyum oldugu tespit edilmis-
tir (Tablo 1).

Hastalarin 25 (%50)’inin nakil 6ncesi donem-
de immiinizasyon hikayesi vardi: 20’sinin kan
transfiizyonu, 4'niin kan transfiizyonu ve gebelik,
1 hastanin ise sadece gebelik. Nakil 6ncesi 4 (%8)
hastanin PRA sonucu (+)’di. Nakil sonras: takip-
lerde hastalarin 17 (%34)’sinde PRA sonugclar1 (+),
33 (%66)’tinde PRA sonuclari (-) olarak bulun-
mustur (Tablo 2). PRA (+) ve PRA (-) olan hasta
gruplar1 arasinda; yas, hasta ve verici cinsiyeti, na-
kil 6ncesi PRA acisindan degerlendirilmigtir ve
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamas-
tir. PRA (+) olan grupta hastanede kalma siiresi,
PRA (-) olan gruptan daha fazla bulunmustur
(Tablo 2).

Canli akraba vericiden bobrek nakli yapilan
hastalarin 13’iinde rejeksiyon atagi gelismistir
(Tablo 3). PRA (+) olan 17 hastanin 8 (%47)’inde
rejeksiyon atag1 goriiliirken, PRA (-) olan 33 hasta-
nin 5 (%15)’inde rejeksiyon atagi gorilmistiir,
PRA (+) ve (-) gruplar arasinda AR oranlar1 baki-
mindan farklilik, istatistiksel olarak anlamli bulun-
mustur (Tablo 3). Calisma siiresince PRA (+) olan
sadece bir hastada gecikmis greft fonksiyonu ve
sonrasinda greft kaybi gelismistir. Bu hasta, sinif I
ve sinif IT anti-HLA antikorlara sahipti. PRA (+) ve
PRA (-) olan hasta gruplar1 arasinda greft sagkalimi
acisindan anlamh bir faklilik saptanamamigtir. Bir
yillik greft sagkalimi %98 olarak bulunmustur. Na-

TABLO 1: Hasta ve vericiler arasindaki doku uygunlugu ve dagilimi.

Doku uyumu 1A 1B 1B1DR 1A1B1DR
Hasta sayisi 1 2 2 34

2A1B1DR 1A2B1DR 1A1B2DR 2A2B2DR
1 2 4 4
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TABLO 2: PRA (+) ve PRA (-) olan hasta gruplarinin demografik, klinik ve laboratuvar karakteristikleri.

PRA (+)

Parametreler n: 17 (%34)
Yas (yil) 41.47
Hasta cinsiyet kadin/erkek 5/12 (%41.6)
Verici cinsiyet kadin/erkek 11/6 (%54.5)
Hastanede kalma siresi 35.21
Nakil Oncesi

CDC

ASCM

PRA 417 (%23.5)
Temel tedavi protokolleri

MMF + Tac+Pred 10 (%34.5)

MMF+Cyc+Pred 5(%33.4)

Aza+ Tac+ Pred

Aza+ Cyc+ Pred 2 (%66.6)

PRA ()
n: 33 (%66) P
36.03 ~0.05
12/21 (%57.1) >0.05
21112 (%57.1) >0.05
22.31 0.047
8/33 (%24.2) ~0.05
19 (%65.5) >0.05
10 (%66.6) >0.05
3 (%100) >0.05
1/(%33.4) >0.05

ASCM: Akim sitometri “cross match”, MMF: Mikofenolat mofetil, Tac: Takrolimus, Pred:

kil sonras1 diger komplikasyonlar ile PRA sonugla-
11 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki go-
rilmemistir.

PRA (+) ve PRA (-) olan hasta gruplarinin na-
kil sonras1 1., 6. ve 12. aylardaki serum kreatinin
diizeyleri kargilastirildiginda, PRA (+)hastalarin 6.
aydaki serum kreatinin diizeyleri, PRA (-) hasta-
lardan istatistiksel bakimdan anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur (Tablo 3).

Nakil sonrast PRA (+) olan 5 kadin hastanin
tlimii alloimmiinizasyon hikayesine sahipken, PRA
(-) 12 kadin hastanin sadece 6’sinda alloimmiini-

Prednizolon, Cyc: Siklosporin, AZA: Azatioprin.

zasyon Oykiisii vardi. PRA (+) olan kadin hasta-
larda rejeksiyon ataginin PRA (-) olan kadin has-
talardan 6nemli oranda yiiksek oldugu belirlen-
mistir (Tablo 4). Farkli anti-rejeksiyon tedavisi alan
hastalar, alloantikor olusumu acisindan karsilagti-
rildiginda istatistiksel olarak anlaml bir iligki bu-
lunmamistir.

PRA (+) olan 17 hastanin 7’sinde sinif I ve s1-
nif IT anti-HLA antikorlarin, 7 hastada sinif I anti-
HLA antikorlarin, 3 hastada ise sinif II anti-HLA
antikorlarin gelistigi tespit edilmistir. Diger hasta-
larda ise antikor gelismemistir ($ekil 1, Tablo 5).

TABLO 3: PRA (+) ve PRA (-) olan olgularda nakil sonrasi komplikasyonlar ve kreatinin dizeyleri.

Parametreler PRA (+) n: 17
Rejeksiyon atag 8 (% 47.1)
Erken enfeksiyon 5 (% 29.4)
Akut tiibiler nekroz 1 {% 5.88)
Gecikmis greft fonksiyonu 1(% 5.88)
Greft kaybi 1{% 5.88)
Hasta kaybi
Kreatinin dlizeyleri {mg/dL)
1. ay 1.57 £ 0.58
6. ay 1.56 + 0.46
12. ay 1.6+0.70

PRA (-) n: 33 p

5 (% 15.1) 0.021
7(%21.2) 0.155
1(%21.2) 0.508

0.340

0.340
1,33+ 0.45 0.284
1.28+0.35 0.048
1.30+0.29 0.129

PRA: Pael reaktif antikorlar.

Turkiye Klinikleri ] Nephrol 2011;6(1)
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TABLO 4: PRA (+) ve PRA (-) gruplarda rejeksiyon atadi gegiren hastalarin cinsiyetleri ve
anti-rejeksiyon tedavi protokolleri.

Kadin
Erkek

Pred®
ATG?
Pred + ATG
Pred + IVIG®

Anti rej. tedavi protokolleri

Pred +ATG + IVIG

PRA (+) /AR(+) 17/8

5/3
12/5

3(%37.5)
2 (%25)

1(%12.5)
2 (%12.5)

PRA (-)/AR(+) 33/5 p

120 0.015

21/5 0.433
3(%0) 0.075

1 (%20) 0.053
0.074

0.269

1(%20) 0.261

aPrednizolon (Pred) (500 mg/gtin, 3 giin st iiste), "Antitimosit globulin (ATG) (2-5 mg/kg/giin), cintravendz immiinglobulin (IVIG) [0.5 g/kilr (ilk tig kiir), 0.25 g/kiir (4. ve 5. kiir) toplam

5 kiir].

PRA (+) olup AR(+) olan hastalarin 5’inde sinif I ve
II, 2’sinde sinif I, I’'inde ise sinif IT anti HLA anti-
koru olusmugtur. PRA (+) olup AR (-) olan hastalar

incelendiginde: 2’sinde sinif I ve II, 5’inde simif I,

2’sinde ise simif II anti-HLA antikoru gelismistir.
Sinif I ve II anti-HLA antikorlarina sahip 7 hasta-
nin 6’sinda nakil sonrasi 1 ay i¢inde 1 hastanin ise

6. ayda (+) oldugu saptanmistir. Sinif I anti-HLA

antikorlarina sahip 7 hastanin 5’inde nakil sonrasi

1 ay icinde, 1 hastanin 6. ay ve 1 hastanin da 12.

ayda (+) oldugu gortilmustiir. Simif IT anti-HLA an-

mPRA ()
WPRA Il (+)
BPRA | (+)
EPRA Il (+)

SEKIL 1: Nakil sonrasi olusan sinif | ve sinif |l anti-HLA antikorlarin dagilimi.

tikorlarina sahip 3 hastanin 1’inde nakil sonrasi 1
ay icinde 2 hastanin ise 6. ayda (+) oldugu saptan-
mastir (Tablo 5).

TABLO 5: PRA pozitif olan hastalarin anti-HLA antikor 6zguillugu.

Hasta No
1
2
7
8
9

10
11

Anti-HLA antikor 6zgiilligi
1C,5C,DR13,DQ5,DQ6
A69,B49

7C

DR1,DR103,DR7
2C,5C,DR16,DR14,DR15
5C,DR16,DQ7

% 80 sinif |

DR7,DR03

A1,DR13,DR18
DR13,DR14,DR16,DR03,0Q7
7C,DR03

12C

A1,DR53

A36,853,0Q5,0Q6

12C,

A36,B53,B60,B59

B44

Vericinin uyumsuz HLA antijeni

A2,B51DR13

A2 ,B8,DR03
B55,DR01
A23,B15,B51,DR14
A24,B51,DR11
A24,B35,DR4
A2,B44,DR07
A69,B35,DR03
A3,A68,B7,DR14,DR15
A1,B51
A2,B41,DR03
A2,B55,DR11
A3,B7,DR04
A1,B57

A24,B35

A2,B44,DR16

Anti-HLA antikorun saptanma zamani  Rejeksiyon atagi

1.ay +
1.,6.,12. ay +
B.ay +
6., 12.ay
1., 6.ay +
1., 12.ay +
1.,6.,12.ay
6.ay +
S.ay
1.,12.ay
1.6.,12,ay +
1.,12.ay
1.,6.,12,ay
1. ay +
1.6.,12,ay
1.6.,12,ay
12.ay

PRA: Pael reaktif antikorlar.
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TABLO 6: Nakil sonrasi PRA (+) olan hastalarda anti-HLA antikor olusum zamanlarinin karsilastiriimasi.

AR (+) AR (-)

PRA (+) n % n %
1. ay

Sinif 1, 11 5 83.3 1 16.7
Sinif 1 20 4 80
Sinif 11 0 0 1 100
6. ay

Sinif 1, 11 0 0 1 100
Sinif | 1 100 0 0
Sinif 1l 1 50 1 50
12. ay

Sinif 1, 1l 0 0 0 0
Sinif 0 0 1 100
Sinif 11 0 0 0 0

Toplam
n % p
6 100 0.049
%95 GA: 0.7029-27.090

5 100 £0.05
1 100 £0.05
1 100 £0.05
1 100 t0.05
2 100 £0.05
0 0

1 100 £0.05
0 0

PRA: Pael reaktif antikorlar.

Sadece bir hastada nakil sonras: birinci yil
serumunda sinif I DSA tespit edilmistir. On alt1
hastada vericinin uyumsuz HLA antijenlerinin
capraz reaksiyon veren gruplarina [cross reactive
group (CREG)] 6zgii anti-HLA antikorlar gelis-
mistir (3 hastada CREG’lere 6zgii anti-HLA
antikorlarin yani sira, sinif II DSA’lar da gelis-
migtir).

PRA (+) olan hastalarin %70.5’inde ilk bir ay
icinde, %23.5’inde ise 6. ayda ve %6’sinda ise 12.
ayda anti-HLA antikorlar1 saptanmistir (Tablo 6).
Nakil sonrasi 1. ayda anti-HLA antikorlara sahip
olan 12 hastanin 6’sinda (%50) rejeksiyon atag:
mevcuttu. Birinci aydan sonra PRA (+) olan 4
hastanin 2 (%50)’sinde rejeksiyon atag: gelismis-
tir. On ikinci ayda ise PRA (+) olan 1 hasta belir-
lenmistir, bu hasta rejeksiyon atagi gecirmemis-
tir.

Nakil sonras: 1. ayda AR (+) olan 5 hastada
sinif I ve simif IT anti-HLA antikor saptanmis olup,
AR (-) olan sadece 1 hastada sinif I ve sinif II an-
ti-HLA antikor bulunmustur. Nakil sonrasi 1. ay-
da simif I ve simif II anti-HLA antikorlarina sahip
hastalarda daha yiiksek oranda AR gelisimi ista-
tistiksel olarak anlamli bulunmustur. Altinc ve
12. ayda AR (+) olan hastalarda sinif I ve sinif II

anti HLA antikorlar1 saptanmamaistir. Birinci ay-
da AR (+) olan 1 hastada simif I anti-HLA anti-
korlar1 olup, AR (-) olan 4 hastada sinif I
anti-HLA antikorlar belirlenmistir. Altinci ayda,
AR (+) olan bir hastada sinif I anti-HLA antikoru
olup, AR (-) olan hastalarda sinif I anti-HLA an-
tikor saptanmamaigtir. Birinci ayda AR (+) olan
hastalarda sadece sinif II anti-HLA antikor sap-
tanmazken, AR (-) olan hastalardan birinde sinif
IT anti-HLA antikor bulunmustur. Altinc1 ayda
hem AR (+) olan hem de AR (-) olan grupta 1’er
hasta simif IT anti-HLA antikoruna sahipken, 12.
ayda her iki grupta da anti-HLA antikor belirlen-
memistir.

HLA antikorlarinin frekanslar: ve rejeksiyon
arasindaki iligkiyi arastirdigimizda, PRA >%10
olan hastalardaki rejeksiyon oranlari ile PRA
<%10 olan hastalardaki rejeksiyon oranlari arasin-
da istatistiksel a¢idan anlamlilik saptanmamasina
ragmen, PRA >%]10 olan hastalardaki rejeksiyon
oranlarinin daha yiiksek oldugu gorilmistiir
(Tablo 7).

PRA (+) olan hastalardan 6 tanesi (%35) tiim
test giinlerinde (1., 6. ve 12. ay), 11 (%65)’i ise
farkl: test glinlerinde pozitif sonuglara sahipti.
Stirekli pozitif hastalardan 2 (%12)’sinde rejeksi-
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TABLO 7: PRA frekanslarina gére rejeksiyon sikliginin
karsilastirmasi.

PRA p
Sinif | PRA >%10 {n= 8) PRA <%10 {n= 6)
Rejeksiyon (+) 5 (%62.5) 2 (%33.2) 0.592
Sinif Il PRA >%10 (n=7) PRA <%10 (n=3)
Rejeksiyon (+) 4 (% 57.1) 1(%33.3) 0.500

PRA: Pael reaktif antikorlar.

yon atag: gelismisken, 4 (%24)’tinde rejeksiyon
atag: gelismemistir. Farkli test giinlerinde PRA
(+) olan 6 hastada (%35) rejeksiyon atag: gelis-
misken, 5’inde (%29) rejeksiyon atagi gelisme-
migtir (Sekil 2).

I TARTISMA

Son yillarda anti-HLA antikorlarinin saptanma-
sinda solid faz tekniklerinin kullanimi giderek art-
maktadir.! Bu calismada canli akraba vericiden
bobrek nakli olan hastalarda akim sitometri ile
saptanan anti-HLA antikorlarin sikligini ve klinik
o6nemini degerlendirdik. Hastalarin %34’iinde
PRA (+) olup, %66’sinda PRA (-) bulunmustur.
PRA (+) olan hastalarda PRA (-) olan grup ile kar-
silagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml derece-
de daha yiiksek oranda AR atagi goriilmiistiir.
Greft fonksiyonlar: normal olan bobrek nakli ol-
mus hastalarin yaklasik %20’sinde anti-HLA anti-
korlarin bulundugu bildirilmistir. Ancak nakilden
itibaren diizenli olarak serum 6rneklerinde anti-
HLA antikorlarinin izlenmesi ile AR ve greft yet-
mezligi olan hastalarda biiyiik oranda anti-HLA
antikorlarinin gelistigi gorilmigtiir.'!! Deneysel
hayvan modellerinde de, dolagimda alloantikorla-
rin tespit edilmesinden 6-28 ay sonra bobrek kesit-

Strekli PRA (+) |
Aralikli PRA (+) AR (+); %12
AR (-); %29
Stirekli PRA (+)
AR (-); %24
Aralikli PRA (+)
AR (+); %35
BSirekli PRA (+) AR (+)
p=0.619 mSiirekli PRA (+) AR ()
mAralikl PRA (+) AR (+)
mAralikii PRA (+) AR (-)

SEKIL 2: Siirekli veya aralikli PRA (+) olan olgularda AR sikli.
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lerinde C4d’nin birikimlerinin oldugu, glomeriiler
degisikliklerin gelistigi ve kreatinin diizeylerinde
artiglar ortaya ¢iktif1 bildirilmigtir.'* Calismamiz-
da PRA (+) olan hastalarin %70.5’inde ilk bir ay
icinde, %23.5’inde 6. ayda, %6’sinda ise 12. ayda
anti-HLA antikoru saptanmigtir, ancak, literatiire
bakildiginda greft sagkalimlar: iizerine anti-HLA
antikor olusum zamaninin etkisi tartismalidir.'® Bi-
zim sonuglarimiz, Abe ve ark. ile uyumlu degilken,
calismamizda Mihaylova ve ark.nin ¢aligmas: ile
benzer sonuglar elde edilmistir."’> Abe ve ark. can-
L1 akraba vericilerden bobrek nakli olan hastalarda
nakil sonrasi 1. ayda olusan anti-HLA antikorlarin
kronik rejeksiyon ile iligkili olmadigini agiklamig-
lardir. Ancak bu ¢aligmanin yapildig1 donemde so-
lid faz tekniklerinin kullanilmamas: anti-HLA
antikorlarin tamaminin tespit edilememesine ne-
den olmus olabilir. Nitekim CDC y6ntemi ile PRA
caligmalarinda klinik ile iligkili tiim anti-HLA an-
tikorlarin tespit edilemedigi bilinmektedir.'® Mi-
haylova ve ark.nin ¢aligmalarinda ise kadavradan
bobrek nakli olan hastalarin %22’sinde anti-HLA
antikor gelistigi bildirilmistir. Bu anti-HLA anti-
korlarin %81.2’si nakil sonras: ilk haftada belir-
lenmistir. Nakil sonras1 PRA (+) olan hastalar da
AR orani daha yiiksek bulunmustur. Ayrica PRA
(+) olan hastalarda daha yiiksek oranda gecikmis
greft fonksiyonu tespit edilmistir. Iki ¢aligma ara-
sindaki gecikmis greft fonksiyonu agisindan fark-
liligin  greft kaynagindan dolayr oldugunu
diisinmekteyiz. Kadavradan yapilan bobrek nakil-
lerinde soguk iskemi zamaninin uzamasi, gecikmis
greft fonksiyonu ile sonug¢lanmaktadir.! Erken
donemde (nakil sonras: birinci ayda) olusan anti-
HLA antikorlarin greft {izerinde daha biyiik
bir olumsuz etkiye sahip oldugu bildirilmektedir.
Ciinki erken donem boyunca alic1 hiicreleri tara-
findan greft endotel zarinin replasmani, grefti
daha duyarl hale getirmektedir."! Caligmamizda
sadece bir hastada greft kayb:1 yasanmistir. Bu
hasta, nakil sonrasi 1. aydan itibaren anti-HLA an-
tikorlara sahip olan tek hastaydi. Ancak ¢aligma-
miz sadece nakil sonrasi birinci yildaki klinik
sonuglar1 kapsamaktadir. Uzun donemde PRA (+)
olan hastalarda greft kaybi goriilme riski mevcut-
tur.
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PRA (+) olan grupta hastanede kalma siiresi,
PRA (-) olan gruptan daha fazla bulunmustur. PRA
(+) olan hasta grubunda AR daha yiiksek oranda go-
rildigiinden, klinik acidan daha fazla destege ihti-
ya¢ duyulmasindan dolay: hastanede kalma siiresi
uzamigtir.'”18 Deka ve ark.nin da nakil sonrasi PRA
(+) olan hastalarin hastanede kalma siirelerinin da-
ha uzun oldugunu belirten sonuglari calismamiz ile
uyumludur.”

Calismamizda nakil sonrasi 6. aydaki kreati-
nin diizeylerinin, PRA (+) olan hastalarda PRA (-
) olanlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Fritsche ve ark.nin 1981-2004 yillar1 arasinda
bobrek nakli olan hastalar1 dahil ettikleri ¢caligma
da, nakil sonrasi 6. aydaki kreatinin diizeyinin,
nakil sonrasi 4 yildaki greft yetmezligi ile iliskili
oldugunu tespit etmislerdir.?’ Bizim ¢aligmamiz-
da da PRA (+) olan grupta 6. ay kreatinin dizey-
lerinin yiiksek olmasi, bu hastalarda birinci
yildan sonra daha fazla greft yetmezligi riski
olabilecegini diistindiirmektedir. Ayrica Fritsche
ve ark.nin ¢aligmaya dahil ettikleri tarihler dik-
kate alindiginda degisen immiinsiipresif tedavile-
rin de sonuglar etkileyebilecegini diistinmekte-
yiz.?

Anti-HLA antikor gelisen kadin hastalarda,
anti-HLA antikor gelisen erkek hastalara oranla da-
ha fazla AR gorilmiistiir. Bu kadinlarda yiiksek
PRA oranina, kan transfiizyonu ve rejeksiyonlar
yaninda gebelik hikayesinin de katkis1 goz ard1 edi-
lemez. PRA (+) olan gruptaki kadin hastalardan sa-
dece birinin gebelik 6ykiisii yokken; PRA (-) olan
grupta ise, sadece bir hasta gebelik 6ykiisiine sahip-
ti. Bu bize gebelikten dolay: erken duyarlanma hi-
kayesine sahip olan kadinlarin bobrek nakli
sonrasinda hafiza hiicrelerinin aktive olarak, PRA
(+)’ligine sebep oldugunu diisiindirmektedir. Da-
ha 6nce yaptigimiz bir arastirmada, eslerinden ve-
ya ¢ocuklarindan bobrek mnakli planlanan
kadinlarin %.47’sinde DSA gelistigini tespit ettik.”!
Morales ve ark., 6zellikle 1992°den beri immiin-
stipresif tedavilerdeki gelismeler sayesinde anti-
HLA antikor olusumundaki azalmalara ragmen, bu
koruyucu etkinin disi cinsiyeti ¢ok etkilemedigini
belirtmektedir.??
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Calismamizda PRA (+) ve (-) olan hastalardan
AR geciren hastalara uygulanan anti rejeksiyon te-
davisi protokiilleri arasinda, istatistiksel acidan an-
lamh bir farklilik saptanmamigtir. PRA (+) ve PRA
(-) olan hasta gruplar: nakil sonrasi aldiklar1 im-
minsiipresif tedavi bakimindan da benzerdir.

Calismamizda, PRA (+) olan 17 hastadan
7’sinde, sinif I ve sinif IT anti-HLA antikorlarin, 7
hastada sinif I anti-HLA antikorlarin, 3 hastada ise
simif IT anti-HLA antikorlarin gelistigi tespit edil-
mistir. Mihaylova ve ark.nin ¢caligmasinda PRA (+)
olan 16 hastanin 6’sinda sinif I, IT anti-HLA anti-
korlari, 7’sinde sinif I ve 3’tinde sinif II anti-HLA
antikorlar1 gelismigtir.! Olusan anti-HLA antikor-
lar simif 6zelligi agisindan degerlendirildiginde iki
¢alismanin sonucglarinin uyumlu oldugu goriil-
mektedir. Sinif I ve simif IT anti-HLA antikorlarin,
saptanma zamani ile AR iliskisi degerlendirildi-
ginde, sinif I ve sinif I anti-HLA antikorlarin her
ikisinin de 1. ayda saptandig: hasta grubunda akut
rejeksiyon goriilme orani daha yiiksek bulunmus-
tur.

Daha 6nceki ¢aligmalarda nakil sonrasi birin-
ci ayda olusan DSA’larin veya DSA olmayan an-
ti-HLA antikorlarin greft sagkaliminm etkiledigi
ile ilgili sonuglar bildirilmigtir."*! Bu mekaniz-
manin nigin ve nasil oldugu tam olarak bilinme-
birlikte; hasta,
gebelikler vb. nedenlerle duyarh hale geldigi an-

mekle kan transfiizyonlari,
tijenik epitoplara benzeyen epitoplarla tekrar
karsilagtiginda, T hiicre yanitinin olustugu diisii-
niilmektedir. Nakil sonras1 DSA saptanmayan
hastalarda rejeksiyon ataklarinin artmasi orijinal
duyarliligi olusturan antijen ile paylasilan verici
kaynakli HLA peptitlerinin dolayli sunumu ile
hafiza T hiicrelerinin tekrar uyarilmasindan dola-
y1olabilir.”® Her ne kadar ¢aligmamizda anti-HLA
antikorlarin gelisiminin greft sagkalimi iizerine
etkisi belirlenemese de, uzun donemde bu anti-
HLA antikorlarin hiicresel veya humoral meka-
nizmalarla greft kaybina yol acabilecegini
disinmekteyiz.

Caligmalarda PRA <%10 olan sonuclar diisiik
antikor titresi olarak degerlendirilmektedir. Bu de-
ger, genellikle immiin yanitsizlik veya zayif immiin
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yanit olarak kabul edildiginden dolay: biz de ¢alis-
mamizda, sonuglarimizi PRA <%10 ve PRA >%10
olarak iki gruba ayirdik. Anti-HLA antikorlarin
ylizde oranlari géz 6niine alindiginda, simif I PRA
>9%10 olan hastalarin %62.5’1, sinif II PRA >%10
hastalarin %57.2’si rejeksiyon atag: gegirirken, sinif
I PRA <%]10 ve sinif II PRA <%10 olan hasta grup-
larinin her ikisinde de %33.3 oraninda rejeksiyon
atagl yasandigini tespit ettik. Panigrahi ve ark.nin
yaptig1 bir calismada 2 yillik greft sagkalimi ve
kronik rejeksiyon oraninin PRA >%10 hastalarda,
PRA %1-10 olan hastalardan yiiksek oldugu go-
rilmistiir.?® Yine literatiirde nakil 6ncesi PRA dii-
zeylerinin nakil sonrasi erken déonemde %10 un
tizerinde artig gostermesinin de klinik sonucu
olumsuz etkidigi belirtilmistir.'® Nakil sonras1 d6-
nemde diisiik antikor titresine sahip olan hastala-
rin rejeksiyon atagi yasamamasi, diigitk sinif I
molekiillerinin m-TOR-2 yolunu aktive ederek
greft sagkalimina katkida bulunmas: ile agiklan-

maktadir.??

Calisgmamizda ytiksek HLA antikor titreleri-
ne sahip olan hastalarda AR ataklarinda artig sz
konusudur. Disiik titredeki anti-HLA antikorla-
rin yiiksek titredekilerle karsilastirildiginda ista-
tistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte 12
aylik takip siiresinde daha az rejeksiyon atagina
yol actig1 goriilmiistiir. Ote yandan, Lee ve ark.
anti-HLA antikorlarin olusumundan yillar sonra
greft rejeksiyonu gelisebilecegini bildirmisler-
dir.? Bu acidan hastalarin daha uzun siire takip
edilmesi, sonuglarimizin daha iyi yorumlanmasi-
na katkida bulunabilir. Bununla birlikte bazi
olgularda anti-HLA antikorlari endotele baglana-
rak, hizli haraplanmaya sebep olabilir ve erken
donemde greft fonksiyonunun kétiilesmesine yol
acabilir.2¢

Caligmamizda, tiim serumlarinda (1., 6. ve 12.
ay) PRA (+) olup rejeksiyon atag: geciren hastala-
rin %33.3’tinde anti-HLA antikorlar saptanirken,
farkli test gilinlerinde PRA (+) olup rejeksiyon
atagl geciren hastalarin orani %54.5’tir. Bizim
orneklerimizde de oldugu gibi takip boyunca bazi
orneklerde anti-HLA antikorlar saptanamayabilir,
ancak bu donemde allogreft hasar1 devam edebil-
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mektedir. Ornegin; 6. ayda PRA (+) saptanan
hastalarimizin serum kreatinin degerlerinin, sap-
tanmayanlara gore daha yiiksek bulunmas: nakil
sonrasi sliregelen bir subklinik rejeksiyona baglh
olabilir. PRA (+) olan grupta daha yiiksek oranda
AR goriilmesi, anti-HLA antikorlar olusumunun,
allogreft rejeksiyon ataklarinin olusumu ile iligki-
li olabilecegini diistindiirmektedir. Bununla birlik-
te anti-HLA antikor azalmasi veya goriilmemesi
durumunda da AR ataklar goriilebilir. Bu konu ile
ilgili bircok agiklama vardir. DSA’lar bobrek yii-
zeyindeki HLA antijenlerine baglandigi i¢in dola-
simda saptanamayabilir. Ayrica serumda ¢6ziinen
verici HLA antijenleri anti-HLA antikorlar ile
kompleks yaptiginda da anti-HLA antikorlar 6l¢iil-
meyebilir. Nakil ile iligkili olmayan diger immii-
nolojik olaylar da, anti-HLA antikorlarin nakil
sonras: donemde saptanamamasindan sorumlu ola-
bilir.!

Ayrica nakil 6ncesi anti-HLA antikoru olma-
yan hastalarimizin bir kisminda nakil sonras: takip-
lerde anti-HLA antikor pozitifligi saptanmistir. Bu
hastalarin ¢ogunlugu nakil 6ncesi donemde allo-
immiinizasyon hikayelerine sahipti. DSA dis1 anti-
korlar, bu alicilarin bazilarinda nakil sonrasi
donemde inflamasyon ile birlikte hafiza yanitinin

non spesifik tetiklenmesi sonucu ortaya ¢ikmais ola-
bilir.?”-28

Tek antijen ile kapli boncuklar kullanilarak
yapilan anti-HLA antikorlarin analizleri sonu-
cunda, nakil sonras: gelisen anti-HLA antikorla-
rin ¢ogunun vericinin hasta ile uyumsuz HLA
antijenlerinin dahil oldugu CREG’lere 6zgii oldu-
gu goriilmistiir. Bu durum hem sinif I hem de s1-
nif IT DSA’lar i¢in benzer bulunmustur.?3!
Caligmamizda immiinolojik komplikasyon gelisen
hastalarin 6nemli kisminda vericinin hasta ile
uyumsuz HLA antijenlerinin dahil oldugu
CREG’lere 6zgii antikorlar ya da tek basina non
DSA’lar klinik takip siiresinde saptanmigtir. Bu
anti-HLA antikorlarin olusum sebepleri hala tam
olarak bilinmemekle beraber daha 6nceki calig-
malarda DSA disindaki anti-HLA antikorlarin
siklikla immiinizasyonda tretildigi bildirilmis-
tir.®
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HLA antikorlarinin varliginin nakil sonras1 do-
nemde devam etmesi veya yeniden gelisimi klinik
acidan AR gelisimi i¢in risk tegkil etmektedir. HLA

[ SONUC
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Tesekkiir

“Nakil Sonrasi Panel Reaktif Antikorlarin Flow-PRA

tek alinmuigtir.

antikorlarinin duyarli ve uygulamasi kolay bir

yontem olan akim sitometri teknigi ile arastiril-
masinin hasta ve klinige katkida bulunacag: gorii-

stindeyiz.
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