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Tek Antijen Boncuk Calismasi ile
Donére Ozgii Antikorlarin Saptanmasi

Donor-Specific Antibodies with
Single Antigen Beads Assay Determination:
Review

OZET Bobrek transplantasyonu icin bekleme listesindeki hastalarin, insan 16kosit antijenleri [hu-
man leukocytes antigen (HLA)] antijenleri ile iligkili antikorlarinin bilinmesi, siklikla transplantas-
yon i¢in kabul edilemez olarak ifade edilir. Panel reaktif antikorlar (PRA) olarak ifade edilen bu
yaklagim, hastada HLA’larina 6zgii antikorlarin olup olmadigini saptamak i¢in yapilir. Komplema-
na bagl sitotoksisite galigmalarindan daha duyarli ve daha dogru olan solid faz tekniklerinin kul-
lanilmas1 HLA antikorlarinin daha iyi taninmasi ile sonuglanir. Tek HLA molekiilleri ile kaplanmis
[single antigen bead (SAB)] solid faz galigmalari, hastanin HLA antikor spesifisitelerini, donériin
HLA tiplemesi ile sanal olarak kargilagtirarak donére 6zgit HLA antikorlarinin saptanmasina imkén
saglar. Sanal ¢aprazlama [cross-match (CM)] yaklagimi, duyarhiligi olan hastalara uygun bobrek al-
logrefti paylasiminda basari ile kullanilmistir. Bir¢ok organ tedarik eden kurulus, etkili bir organ
paylasimi i¢in béyle bir strateji uygulamay1 uygun bulmaktadir. Clinki sanal CM yaklagiminin tiim
uygulamalari, SAB analizlerine dayanir. Ozel bir test olan SAB ile saptanan donére 6zgii antikor [do-
nor specific antibody (DSA)]larin klinik ile iligskisinin belirlenmesi son derece 6nemlidir. Bu der-
leme, ileriye doniik ve gegmise yonelik gesitli caligmalarla, negatif sanal CM’nin, ¢ok diisiik erken
rejeksiyon riski ve uzun donem allogreft sagkalimn ile iligkisini gostermektedir. Aksine, pozitif sa-
nal CM’de, 6nemli erken rejeksiyon riski ve azalan allogreft sagkalimi ile baglantilidir. Bu ¢aligma-
lar, nakil 6ncesi risk degerlendirmesi ve organ paylasimi i¢in SAB ¢aligmasinin yararh oldugunu
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek transplantasyonu; transplantasyon immiinolojisi

ABSTRACT The corresponding human leukocytes antigens (HLA) of alloantibodies identified in
patients awaiting kidney transplantation are often listed as unacceptable for transplantation. Re-
ferred to as panel reactive antibody (PRA) analysis, tis approach is used, to determine whether a
patient possesses antibodies to HLA antigens. The use of solid faz testing, being more sensitive and
accurate than conventional complemenet-dependent cytotoxicity assay, has resulted in increa-
sed identification of alloantibodies. Solid phase assays covered with single HLA molecules allow
determining the presence of donor-specific HLA antibodies virtually by comparison of the HLA
antibody specificities of the recipient with the HLA typing of the donor. The virtual cross-match
approach has been succesfully used to allocate suitable renal allograft to sensitized patients. The-
refore, many organ procurement organizations consider implementing such a strategy for effici-
ent organ allocation. Because both applications of the virtual cross-match approach rely on single
antigen bead (SAB) analyses, defining the clinical relevance of HLA-donor specific antibody (DSA)
detected by SAB as an individual test is of major importance. In the review, several prospective
and retrospective studies indicate that a negative virtual cross-match is associated with a very low
risk of early rejection and good long-term allograft survival. By contrast, a positive virtual cross-
match is associated with a significiant risk for early rejection and decreased allograft survival.
These studies support the utility of SAB assay for pretransplant risk assessment and organ alloca-
tion.

Key Words: Kidney transplantation; transplantation immunology
Turkiye Klinikleri ] Nephrol 2011;6(1):17-21

17



Tiilay KILICASLAN AYNA ve ark.

an transfiizyonlari, rejeksiyonlar ve gebelik-

B ler sonucu insan 16kosit antijenleri [human
eukocyte antigen (HLA)]'ne 6zgili antikor-

lar gelismektedir.! Bu olaylar sonucunda gelisen an-
ti-HLA antikorlarina genel olarak Panel Reaktif
Antikor (PRA) denir. %85 veya daha yiiksek oran-
da PRA’ya sahip kisiler hipersensitize yiiksek oran-
da hassas (HS) olarak ifade edilir. Yiksek PRA
diizeyi bobrek nakli i¢in 6nemli bir engeldir.> Kro-
nik bobrek yetmezligi olan bir hastanin, immiinolo-
jik agidan, nakil olabilme ihtimali “transplantability
index” terimi ile ifade edilmektedir. Bu terim kisaca,
%80 PRA pozitifligi olan bir hastanin bes dondrii ile
yapilacak ¢aprazlama [cross-match (CM)] test sonug-
larindan doérdiintin pozitif olma olasiligini bildir-
mektedir.> Son dénemlerde bu olasilik sanal CM
olarak ifade edilmektedir. Bagka bir deyisle, PRA po-
zitifliginin donére 6zgii antikor [donor specific an-
tibody (DSA)] goriilme sansini tahmin etmektir. Bu
bir 6ngoridiir.* Bekleme listesindeki hastalarin na-
kil olma sans1 PRA'nin oranlari ile yakindan iligki-
lidir. “United Network for Organ Sharing (UNOS)”
bekleme listesindeki hastalarin yaklagik 1/3d
HLA’larina kars1 duyarhdir. Bu listedeki hastalarin
PRA sonuglari ve bekleme listesindeki bulunma sii-
releri arastirildiginda, PRA sonucu, < %30 olan has-
talar ortalama 493 giin sonra bobrek nakli olurken,
PRA 3 %30 olan hasta grubunun ise ortalama 1.047
giin nakil olmak icin beklemeleri gerekmektedir.
UNOS verilerine gore duyarh olan hastalarin ka-
davra donorlerden bobrek nakli olabilme sansi
%]14’tiir.3 Bobrek nakillerinin %15°lik bir kismi ak-
raba olmayan kadavra donorlerden tam uyumlu
olan hastalara yapilmaktadir. Ancak bu da her has-
tanin egit sansi var anlamina gelmemektedir. Sik
rastlanan HLA haplotiplerine sahip bir hasta bu san-
s1 yakalayabilirken, nadir goriilen HLA haplotiple-
rine sahip olan bir bobrek hastasinin elbette tam
uyumlu bir kadavra dondrden bobrek alma sansi da
az olmaktadir. Bir¢ok merkezde yiiksek duyarhlig
olan hastalarin bobrek nakli olma sansimi artirmak
icin iki alternatif yol uygulanmaktadir. Bunlardan
birincisi ABO kan grubu uyumlu olan tiim dondr-
lerle CM testi yapmak, ikincisi ise sadece HLA’lar
iyi kargilagtirilmig donorlerle CM testi yapmaktir.
ABO kan uyumu olan tiim donérlerle CM testi yap-

18

TEK ANTIJEN BONCUK GALISMASI iLE DONORE OZGU ANTIKORLARIN SAPTANMASI

mak gereksiz bir maliyet ve is giicii kaybina sebep
olmaktadir. HLA’lar1 kapsamli olarak kargilagtiril-
mig bir donor bulma sansi azdir. Standart kadavra
caligma protokollerinde (iilkemizde de bu ayni ge-
kilde uygulanmaktadir) HLA-A, HLA-B ve HLA-DR
caligilmaktadir. HLA-DQ, DP ve Cw calisilmamak-
ta, bu sebeple de tam uyumlu dondr bulma sans:
azalmaktadir.! Son dénemde bu hastalarin nakil
sansini artirmak amaciyla birtakim c¢aligmalar ya-
pilmaktadir. Bunlar, hastanin kabul edebilecegi
(acceptable mismatch) veya hastanin kabul edeme-
yecegi (unacceptable mismatch) HLA antijenlerini
saptamaya yonelik ¢caligmalar ile HLA “matchma-
ker” programlaridir. Hastanin kabul edebilecegi
HLA antijenlerini saptamak i¢in kullanilabilecek en
iyi yontem, tek HLA antijeni ile kapli boncuklar
[single antigen bead (SAB)] ile hasta serumlarinin
test edilmesidir.> SAB teknigi kullanarak sanal CM
sonucunun tahmin edildigi ¢alismalar ile nakil 6n-
cesi yaygin olarak kullanilan iki 6nemli CM yonte-
minin sonuglar kargilagtirildiginda, sanal CM ve
komplemana bagl sitotoksik CM [complement de-
pendent cytotoxic (CM-CDCCM)] arasindaki verim-
lilik %75-77 civarinda iken, akim sitometrisi ile CM
[flow cytometric cross match (FCCM)] arasindaki
verimlilik %85-95 arasindadir."® HLA antikorlarim
saptayan testler son derece 6nemli bir 6ngoriiye sa-
hip olduklarindan, segilen testlerin birtakim kriter-
lere de sahip olmasi gerekmektedir. Bunlar;

1- HLA antikorlarini en iyi diizeyde saptayan
teknik kullanilmalidir. Ciinkii DSA’larin belirlen-
mesi sayesinde, yliksek duyarlilig1 olan hastalar da,
nakil olma gansi bulabilecektir.

2- HLA antikorlarim saptamak amaciyla kulla-
nilan testler standardize edilmelidir. Bu sayede,
laboratuvarlar arasindaki farkl: degerlendirilen so-
nugclar azalacaktir.

3- Belirlenen HLA antikorlar1 ile CM sonugla-
rimin iligkisi, gelecek yillarda CM yapmaksizin
sanal CM sonuglari ile nakil yapilmasina izin vere-
bilecektir.

HLA antikorlarinin detayl saptanmast ile kli-
nik uyumun yakalanmas: yine sanal CM’yi destek-
leyecektir. DSA’larin belirlenmesinde 6ncelikli test
olarak antikor tarama testleri kullanilacaktir.

Turkiye Klinikleri ] Nephrol 2011;6(1)



TEK ANTIJEN BONCUK GALISMASI iLE DONORE OZGU ANTIKORLARIN SAPTANMASI

HLA antikorlar1 ve CM sonuglar ile ilgili dort
temel senaryo mevcuttur. Bunlardan birincisi,
PRA’nin ve CM’nin negatif oldugu durumdur. Bu
beklenen ve olmasi muhtemel bir sonuctur. Tkincisi
PRA sonucunun (-), CM sonucunun (+) oldugu se-
naryodur. Burada uygulanan PRA testi kapsaml ve
tam bir test ise CM sonucu olusan pozitiflik non-
HLA antikorlarindan dolayi olabilir. Ugiincii senar-
yo PRA sonucunun (+), CM sonucunun negatif
olmasidir. Bu durum sanal CM’nin 6neminin ortaya
¢ikt1g1 bir senaryodur ki, sanal CM’yi en iyi tahmin
edebilecek calisma da SAB ¢alismasidir. Bu senaryo-
da SAB 6n plana ¢ikar. Bu sonuglarin klinik ile ko-
relasyonu son derece énemlidir. Dordiincii senaryo
ise PRA sonucu (+), CM sonucunun (+) olmasidir.”®
Sanal CM’nin amaci, 6zellikle yiiksek duyarlilig:
olan hastalarda, DSA’larin belirlenmesi ve bu sonuc-
lar esas alinarak CM testi yapilmaksizin nakil yapal-
masidir. Ancak buglinkii sartlarda bu miimkiin
gorillmemektedir. SAB iiretimi esnasinda, denatii-
rasyon sonucu HLA antijenlerinin yeni epitoplar1
ortaya cikmaktadir. In vivo hiicre yiizeyinde bulun-
mayan bu yeni epitoplar yalanci pozitifliklere sebep
olabilmektedir. Bu sebeple baz1 ¢aligmalarda, SAB
teknigi ile belirlenen HLA antikorlarinin hiicresel
tekniklerle de dogrulanmasi 6nerilmektedir.’

Klasik CDC teknigi disinda son dénemlerde
kullanilan solid faz teknikleri HLA antikorlarinin
belirlenmesinde 6nemli tekniklerdir. Bunlardan
akim sitometrisi ve stispansiyon ¢aligmalari (lumi-
nex), caligma sistemi olarak birbirine benzeyen
tekniklerdir. Her ikisinde de HLA antijenleri ile
kaplanmis boncuklar HLA antikorlarinin belirlen-
mesinde kullanilmaktadir. Akim sitometrisi calig-
malarinda ikincil antikor FITC ile igaretli iken,
luminex ¢aligmalarinda ikincil antikor PE boyas:
ile isaretlenmistir. Luminex ¢aligmasinda ¢ogun-
lukla ortalama floresans hassasiyeti [mean fluo-
rescence incidence (MFI)] kullanilirken, akim
sitometrisi ¢aligmalarinda % pozitiflik, ortalama
kanal kaymas: (mean channel shift) degerleri so-
nuglarin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
ELISA yonteminde ise HLA antijenleri ile kaplan-
mis plaklarda hasta serumlar: alkalin fosfat ile
konjuge edilmis IgG antikorunun eklenmesiyle de-
gerlendirilmektedir.

Turkiye Klinikleri ] Nephrol 2011;6(1)
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Solid faz teknikleri ile #i¢ farkli antijen siste-
mi kullanilarak test yapilmaktadir. Havuzlanmaig
antijenler kullanilarak yapilan testler hizli ve pa-
hali olmayan testlerdir. Ancak bu testlerin hassasi-
yeti diisiiktiir ve bazi antikorlar saptanamayabilir.
Fenotip panelleri seklindeki test sistemi, HLA an-
tikorlarinin bityiik boliimiinii, basar ile belirleye-
bilir. Ancak yiiksek duyarliligi olan hastalarda
sonuglar: degerlendirmek bu sistem ile giigtiir.
Akim sitometrisinde Flow-PRA spesifik kitleri ile
HLA spesifisiteleri belirlenmektedir. SAB, PRA
caligmasinda, sadece Simif I antikorlarini sapta-
mak i¢in (32 veya 44) farkli boncuk popiilasyonu
degerlendirilmektedir. Dért gruba boliinmis
olan boncuk poptiilasyonlar: farkl: yogunluklarda
phycoerythrin (PE) ile boyanmigtir. Her bir Simif I
boncuk poptiilasyonu 2A, 2B ve Cw antijenlerini
icermektedir. Simif IT boncuklar: ise 2DR, DQ ve
DP antijenlerini (toplam 32 boncuk popiilasyonu)
icermektedir. Negatif kontrol boncuklari ile karsi-
lagtirilan ortalama kanal kaymalar: skorlanarak,
“software” programina yiiklenmekte ve otomatik
olarak hastanin sahip oldugu HLA antikorlar: be-
lirlenmektedir. SAB’larin {iretim teknigi c¢ok
onemlidir. Aksi takdirde, sonuglar verimli olma-
yacaktir. Akim sitometrisi ile yapilan SAB ¢aligma-
lar sistem olarak spesifik teste benzer 6zelliktedir.
Onemli bir farklilik, her bir boncuk popiilasyonu-
nun sadece tek bir HLA antijeni ile kaplanmis ol-
masidir.’® Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in bir
“software” programina ihtiya¢ yoktur. Bu sebeple
bilgisayar programindan kaynaklanabilecek yanlig
sonuclar da ortadan kalkmaktadir.” Luminex ve
akim sitometrisi ile yapilan SAB ¢aligmalarindaki
HLA antijenleri toplumda en sik rastlanan HLA
allellerini kapsamaktadir. Her iki yontemde cali-
silan antijen paneli birbirine son derece benzer-
dir.!'12 Genellikle spesifik HLA antikorlarinin
arastirilmasi ile SAB aragtirma sonuglar: uyumlu
olmakla birlikte, SAB caligmasi spesifik PRA test-
leri ile saptanamayan antijenleri tespit etmek veya
hatal1 saptanan antikorlar1 belirleyerek DSA’larin
saptanmasinda kullanilir.® SAB’lere HLA Sinif I
antikorlarinin baglanma profilleri ile ilgili yapilan
bir ¢alismada, serumlarin %78’inin 1/50 diliisyon
yapildiginda MFI degerlerinde diisiisler belirlen-
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mistir. Serumlarin %9 unda 1/50 diliisyon yapildi-
ginda, MFI degerlerinde kiiciik artislar, %13’liik
bir kisminda ise, MFI degerlerinde belirgin artiglar
saptanmis ve diliisyonun IgG antikorlarinin be-
lirlenmesindeki prozon etkisini ortadan kaldira-
cagy ifade edilmistir. Yine ayni ¢aligma grubu
HLA antijenlerine 6zgii olusan IgM antikorlari-
nin da prozon etkisini arastirmak amaciyla, IgM
antikorlarina sahip olan ve DSA olan bobrek has-
talarina donorlerinden kan transfiizyonu yaparak,
transflizyon 6ncesi ve transfiizyon sonrast hasta se-
rumlarini SAB’ler ile test etmiglerdir. Sonugta pro-
zon etkisinin ya serumun diliie edilmesi ya da
IgM’lerin inaktive edilmesi ile ortadan kaldirilabi-
lecegi gortilmistiir.’> SAB teknolojisinin nakildeki
6nemi ve DSA’lar saptama 6zelligi retrospektif ¢a-
ligmalar ile aragtirilmaktadir. Amico ve ark.nin
yaptig1 bir calismada bobrek hastalarinin nakil gii-
niinde alinan serumlarda SAB caligsmasi ile DSA’-
lar aragtirilmigtir. Nakil grubuna nakil 6ncesi T ve
B CDCCM uygulanmigtir. Ozellikle antitimosit
globulin (ATG) kullanan hastalar, ATG’nin anti-
kor salinimini etkileyebilecegi diisiincesi ile ¢alis-
maya alinmamigtir. Toplam 334 hasta ¢caligmaya
dahil edilmistir. Presensitizasyonu olan 163 hasta-
dan 67’sinde DSA tespit edilmigstir. Nakil sonrasi
200 giindeki akut mediated rejeksiyon (AMR) ola-
sil1ig1 DSA (+) olan grupta %55 iken, DSA (-) olan
grupta %5 olarak tespit edilmigtir. Greft sagkali-
minin, DSA (+), AMR (+) olan grupta, DSA (+),
AMR (-) olan gruptan daha diisitk oldugu goriil-
miistlir. Hasta sagkalimi agisindan ise bir farklilik
saptanmamugtir.’ Bray ve ark. ise yiiksek duyarlili-
g1 olan hastalarin PRA degerlendirmesini SAB tek-
nigi ile ¢aligmiglardir. Bu ¢aligmada nakil 6ncesi
CM testleri akim sitometrisi ile yapilmistir. CM
testleri hem hastanin nakil 6ncesi serumu ile hem
de son bir yila ait iki serumu ile test edilmistir.
Ancak tim CM sonuglar1 (-) oldugunda nakil ya-
pilmistir. Hastalar PRA oranlarina gore, farkl
gruplara ayrildig1 halde nakil sonras1 70 ayda greft
sagkalimi acisindan farklilik gériilmemistir. An-
cak genel diisiince nakil sonrasi olusan antikorla-
rin sonunda rejeksiyona sebep olacagi yoniindedir.?
Nakil sonrasi olusan antikorlarin tipi de greft yet-
mezligi agisindan son derece 6nemlidir. Nakil son-
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ras1 Sinif I antikorlar1 olugmasi ve greft yetmezli-
gi goriilmesi arasinda gecen zaman; 634 giin iken,
Sinif IT antikorlari olugmasi ve greft yetmezligi go-
rilmesi arasinda gegen zaman ortalama 1.503 giin-
dir.!® Ancak son zamanlarda, disik diizeyde
olusan HLA antikorlarinin hiicre yiizeyindeki allo-
antijenlere baglanarak, mTOR2 yolunu stimiile et-
tigi belirtilmektedir. mTOR?2 sitoplazmadaki Akt
ve Bad proteinlerini fosforile eder. Boylece apop-
itotik protein BcL-2 ve Bcl-xL’in aktivasyonunu
saglayarak greft sagkalimina katkida bulunmakta-
dir.'*!5 Terasaki ve ark.nin yaptig1 farkli yillarda-
ki anti-HLA antikor olusum oranlar1 %13.6-26.9
olarak tespit edilmistir. Nakil sonrasi1 kullanilan
immiinsiipresifler ile antikor gelisimi arastirildi-
ginda ise mikofenolat mofetil [mycophenolate mo-
fetil (MMF)] kullanilan tedavi protokollerinde,
daha diisiik diizeyde anti-HLA antikoru gelistigi
gortilmusgtiir.’® Nakil sonras: non-HLA antikorlar-
dan olan anti-MIC antikorlar: arastirildiginda,
MICA* 001 ve MICA*007 allellerine kars1 olusan
antikorlar, HLA antikoru olmadig: halde rejeksi-
yon geciren bobrek hastalarinda yiiksek bulunmus-
tur.'® Berg-Loonen ve ark. Eurotrans biinyesindeki
kabul edilebilir uyumsuzluklar programina katilan
yiiksek duyarlilig: olan hastalardaki HLA antikor-
larini SAB teknigi ile aragtirmislardir. Donorleri
ile HLA uyumsuzlugu olan hastalarin %48.1’inde
DSA’nin (+) oldugu belirlenmigtir. Akut rejeksi-
yon tedavisi alan hastalarin %75’inin DSA (+) olan
grupta olmasi, SAB teknigi ile saptanan DSA’larin
klinik ile korelasyonunu gostermektedir.? Billman
ve ark.nin yaptig1 bir calismada, SAB teknigi ile
DSA (+) ve DSA (-) olan yiiksek duyarlilig1 olan
hastalar belirlenmistir. Tki gruba farkli tedavi pro-
tokolleri uygulanarak klinik takipleri yapilmistir.
Nakil sonrasi ilk ii¢ hafta i¢inde akut rejeksiyon
atag1 geciren 3 hastanin 2’si DSA (+) gruptan oldu-
gu gibi, DSA (+) hastalar %44, DSA (-) olan hasta-
lar ise %4 oraninda indiiksiyon tedavisi almigtir.®
Gupta ve ark.nin yaptig1 caligmada da yiiksek du-
yarlilig1 olan hastalarin nakil 6ncesi serumlar ile
retrospektif olarak SAB teknigi ile DSA’lar arasti-
rilmistir. DSA (+) olan grupta bir yillik ve 5 yillik
greft sagkalimlarin daha diisitk oldugu belirlen-
mistir."”

Turkiye Klinikleri ] Nephrol 2011;6(1)
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Son dénemlerdeki bobrek nakillerinin immii-
nolojik degerlendirilmesinde SAB teknikleri ile
yapilan ¢aligmalar 6nemli yer tutmaktadir. Bu ¢alig-
malar ile SAB tekniginin bobrek nakillerindeki 6ne-
mi daha iyi anlagilmaktadir. Bu tekniklerin daha da

Tiilay KILICASLAN AYNA ve ark.

gelistirilmesi sayesinde CM testlerine ihtiyag kal-
maksizin bobrek nakli yapilabilme ihtimali yakala-
nabilir. Bu da, 6zellikle kadavradan yapilan bobrek
nakillerinde soguk iskemi siiresinin kisalmasina, do-
layisi ile de hastaya ve klinige katkida bulunacaktir.
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