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Anti-HLA Antikorlarinin Saptanmasinda
Akim Sitometrik Yéntemlerin Onemi

The Importance of Flow Cytometric Methods in
the Detection of Anti-HLA Antibodies:
Case Report

OZET Bobrek naklinde alicilarda tespit edilen vericiye 6zgiit HLA antikorlarin varligi [donor spesific
HLA antibody (DSA)] graft reddi/graft kayb i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Eger bir kadin hastanin
vericisi ¢ocugu veya kocasi olacaksa paternal HLA’lara kars: olusmus duyarhlik dikkatlice
aragtirilmalidir. Nakil 6ncesi akim sitometri teknigi ile yapilan ¢apraz uyum testleri (AS-CM) diger
yontemlerle saptanamayan DSA’lar1 saptayabilir. Ayrica akim sitometri ile, hastada olugan tiim anti-
HLA antikorlarinin arastirildig1 panel reaktif antikor (PRA) testleri de yapilabilmektedir. Bu olgu
sunumunda, esinden bobrek nakli olmak amaciyla klinige bagvuran son dénem bobrek yetersizligi
olan 55 yagindaki kadin hastanin AS-CM sonuglar: degerlendirilmigtir. AS-CM sonucu pozitif olan
hastaya plazmaferez yapilmistir. Plazmaferez 6ncesi serumun 1/500 dilusyonunda anti-HLA
antikorlar1 saptanirken, plazmaferez sonras1 1/200 serum dilusyonunda PRA sonucunun pozitif
oldugu belirlenmistir. Bu da bize dolasimdaki antikorlarin uzaklastirilmasinda daha duyarh
yontemlere ihtiyacimiz oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek yetmezligi, kronik; akim sitometri

ABSTRACT The presence of donor specific HLA antibodies (DSA) detected in recipients of renal
transplant is an important risk factor for graft rejection/graft loss. If the donor of a female patient
is going to be her child or her husband, hypersensitivity developed against paternal HLAs must be
investigated thoroughly. Cross-match tests performed with flow-cytometry (FC-CM) before trans-
plantation may detect DSAs that cannot be identified with other methods. Besides, by using flow-
cytometry, panel reactive antibody (PRA) tests may be performed in which all anti-HLA antibodies
in the patient are investigated. In this case study, the FC-CM results of a 55-year-old-woman, with
end stage renal disease, who applied to the clinic for the aim of receiving a renal transplant from
her husband were evaluated. Plasmopheresis was performed to the patients whose results for FC-
CM were positive. While anti-HLA antibodies were detected before plasmapheresis in the 1/500 di-
luted serum, PRA results were found positive after plasmapheresis in 1/200 diluted serum. Thus, this
shows us that more sensitive methods for eliminating antibodies in the circulation are necessary.

Key Words: Kidney failure, chronic; flow cytometry
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= Ik kez 1969 yilinda Patel ve Terasaki tarafindan bobrek hastalari ve ve-
ricilerine nakil 6ncesi dénemde yapilan ¢apraz uyum [cross match
(CM)] testinin hiperakut rejeksiyon bakimindan 6nemi anlagilmistir.

Bu testte, bobrek hastalarindan elde edilen serum ile olas: verici hiicreleri
bir araya getirilerek inkiibe edilmektedir. Kompleman ilavesi ile inkiibas-
yondan sonra, vital boya eklenerek 6lii hiicreler mikroskopta degerlendi-
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rilmektedir. Bu yontem komplemana bagl sitotok-
sik capraz uyum [complement dependent cytoto-
xic cross-match (CDC-CM)] olarak adlandirilir.!
Nakil 6ncesi CDC-CM sonucu pozitif olan hastala-
rin %80’inde nakil sonrasi 48 saat i¢cinde bobrek
fonksiyon gorememektedir. 1980’li y1llarin baginda
bobrek transplantasyonundan sonra graft yetmez-
ligi oran1 %35-50 civarindaydi. Giintimtizde kli-
nikte kullanilan yeni immiinstipresif ajanlar ve
vericiye 6zgii antikorlar1 [donor spesific HLA anti-
body (DSA)] tespit eden yeni yontemlerin kulla-
nilmas1 bu oranin digmesine katk: saglamigtir.
1980°1i yillarin baglarindan beri akim sitometri ile
yapilan ¢apraz uyum testleri (AS-CM) organ nakli
laboratuvarlarina 6nemli bir teknik olarak girmis-
tir.? Bu testin 6nemi, CDC-CM’de belirlenemeyen
diisiik yogunluktaki sinif I antikorlarin ve sinif 11
antikorlarin yani sira, tim IgG (IgG1, IgG2, IgG3,
IgG4) alt grup anti-HLA antikorlar1 da saptayabil-
mesidir. Tim IgG anti-HLA antikorlarinin saptan-
masi, antikorun Fc bolgesine 6zgii ikincil antikor
kullanilmasi ile olmaktadir. Goravay ve ark., AS-
CM’'nin CDC-CM’ye dayali tekniklerden 10-100
kat duyarl oldugunu belirtmiglerdir.3*

Kan transfiizyonlar: ve gecirilmis transplan-
tasyonlar gibi gebelik de anti-HLA antikorlarinin
olusumuna katkida bulunmaktadir.® Uc ve daha
fazla gebeligi olan kadinlarin %50’sinde anti-HLA
antikorlarimin gelistigi bilinmektedir.’> Esinden
veya ¢ocuklarindan bobrek nakli olan kadin hasta-
lar bobrek sagkalimi agisindan daha biiyiik risk al-
tindadir.®’

IOLGU SUNUMU

Biz bu olgu sunumumuzda; 55 yasinda, esinden ilk
bobrek nakli amaciyla klinigimize bagvuran kronik
bobrek yetmezlik olan kadin hastay: sunduk. Hi-
pertansiyona bagh nefroskleroz ve neticesinde kro-
nik bobrek yetmezligi gelisen hasta, 2004 yilhindan
beri antihipertansif ve diger destekleyici ilaglarla te-
davi edilmigtir. Bobrek nakli i¢in karar verildiginde
kreatinin diizeyi 6,6 mg/dL idi. Sonuncusu 20 yil
once olmak tizere 4 gebelik hikayesi olan alic1 ada-
yinin kan transfiizyonu oykiisii yoktu. Hasta ve
donor aday1 olan esi, HLA antijenleri agisindan 1DR
uyumluydu. CDC-CM test sonucu negatifti. Hasta
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ve vericisine, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fa-
kiiltesi T1bbi Biyoloji Anabilim Dalindaki Akim si-
tometri laboratuvarinda AS-CM testi uygulanmistir.
Test i¢in, alicidan heparinli tiipe yaklasik 15 cc ve
vericiden ise yaklagik 30 cc periferik venoz kan ali-
narak lenfositler “Ficoll-hypaque” (Pharmacia, Pis-
cataway, NJ) gradient teknigi ile izole edilmistir.
Hiicre say1s1 5x10° hiicre/mL olacak sekilde ayar-
lanmigtir. Ayrica aliciddan kuru tiipe kan alinarak
serum elde edilmistir. Negatif ve pozitif kontrol se-
rumu, alic1 serumu ve negatif kontrol serumu ile %2
diltie edilmig hasta serumu tizerine verici hiicreleri
eklenmistir. Ayrica alic1 serumu iizerine alic1 len-
fositleri ilave edilerek oto kontrol de calisilmistar.
Inkiibasyon sonrasi ortamdaki baglanmayan anti-
korlari (varsa) uzaklastirmak amaciyla 3 kez PBS ile
yikama yapilmis ve T hiicreleri saptamak i¢cin CD3-
Fikoeritrinrin (PE) (Immunotech, Beckman Coul-
ter Company, Marseille, Fransa), B hiicreleri
saptamak i¢cin CD19-PE (Immunotech, Beckman
Coulter Company, Marseille, Fransa) ve DSA’lar1
saptamak amaciyla IgG-Floresin izotiyosinat (FITC)
[(F(ab)2, Fc'ye spesifik)-Dako Danimarka A/S,Glos-
trup, Denmark] antikor eklenmistir. Inkiibasyon
sonrasl 2 kez PBS ile yikama asamalarindan sonra
akim sitometrisinde (EPICS-XL Coulter Corpora-
tion, Miami FL, ABD) analiz yapilmistir. Analiz de
negatif kontroldeki IgG-FITC yiizdesi belirlenerek,
bunun %>5 tizerindeki degerler pozitif olarak kabul
edilmektedir. Hasta-verici ¢iftinin ¢apraz uyum so-
nucu pozitif (T ASCM %59,7, B ASCM %19,7) ola-
rak degerlendirilmisgtir.

Hastaya DSA’lar1 uzaklagtirmak i¢in 10 kiir
plazmaferez uygulanmis ve plazmaferez sonrasi
DSA’lar tekrar AS-CM yo6ntemi ile aragtirilmigtir.
Sonug yine T ve B AS-CM pozitif oldugundan nakil
yapilmamigtir.

DSA’larin yogunlugunu degerlendirmek ama-
ciyla plazmaferez oncesi ve plazmaferez sonrasi
hasta serumu 1/5, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500,
1/1000 oraninda negatif kontrol serumu ile diliie
edilip akim sitometriye dayal1 panel reaktif antikor
(PRA) tarama (Flow-PRA screening-FL12-60; One
Lambda, Canoga Park, CA, ABD) yontemi ile test
edilmistir. Bu test ile hastanin alloantikor spesifisi-
tesi saptanmamakla birlikte, hastanin anti-HLA an-
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tikorlarina sahip oldugu gosterilmistir. PRA tarama
testi i¢in, 30 farkl1 HLA antijeni ile kapli boncuk-
lar hasta serumu ile inkiibe edilmis, yitkama agama-
larindan sonra antikora spesifik IgG-FITC antikoru
ilave edilmistir. inkiibasyon ve yikama sonrasi
akim sitometride analiz yapilmigtir. Hasta serumu-
nun plazmaferez dncesi ve sonrasi 1/500 diliisyon-
larinin FL1 (IgG-FITC) histogramlari, negatif ve
pozitif kontrol serumlarinin FL1 histogram-
lar ile kargilagtirilmaktadir (Sekil 1). Analizde ne-
gatif kontroliin IgG-FITC yiizdesi belirlenerek,
bunun %10 iizerindeki degerler pozitif olarak
kabul edilmektedir. Buna gore, plazmaferez 6n-
cesi hasta serumu 1/500 diliisyonda pozitif sonug
vermigtir. Plazmaferez sonras: ise, 1/200 diliis-
yonda pozitif sonu¢ bulunmustur. Olgu sunumu-
muzda rutin degerlendirmelerdeki sonuglar
kullandi1gimizdan, olgu bilgilendirilmis ancak ya-
zil1 onay alinmamaistir.

I TARTISMA

1950’li yillarin sonlarindan beri gebeligin alloim-
miinizasyonu tetikledigi bilinmektedir. Bu alloim-
miinizasyon sonucunda olusan anti-HLA antikor-
lar1, nakledilen bobregin reddedilmesi ve 6zellikle
de antikor aracil rejeksiyon icin risk fakt6riidiir.”®
Akim sitometrisi, anti-HLA antikorlarin saptanma-
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SEKIL 1: Olgunun AS-CM sonuglari.
Negatif kontrol (a), pozitif kontrol (b), plazmaferez 6ncesi hasta serumunun
1/500 (c) ve plazmaferez sonrasi hasta serumunun 1/500 (d) diliisyonlarinin
akim sitometrisinde analiz sonuglari.
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sinda kullanilan duyarl bir tekniktir. Bu yontemde
genellikle T hiicreleri ve B hiicreleri olmak tizere iki
hedef hiicre yiizeyindeki HLA simif I ve simif II an-
tijenlerine 6zgii antikorlar arastirilmaktadir. Genel
olarak T veya hem T hem de B AS-CM sonuglar1 po-
zitifse, nakil yapilmaz.® B AS-CM sonuglarin pozi-
tifliginin 6nemi tartigmalidir.'®'? Ancak bu capraz
uyum sonugclarina ragmen hastada olusan antikor si-
mifi (simif [ ve/veya simf II IgG antikorlart) hakkinda
kesin yargida bulunmak miimkiin degildir. Ciinkd,
sinif I HLA antijenleri T ve B hiicrelerin yiizeyinde
bulunur. Ancak B hiicrelerin yiizeyinde simif I anti-
jen yogunlugu, T hiicrelerden daha fazladir. Bu ne-
denle de ¢ok diisiik diizeydeki sinif I antikorlarin
sadece B AS-CM pozitif sonuglara sebep olacag: be-
lirtilmektedir. Sinif IT antijenleri ise B hiicreleri ve
aktif olan T hiicrelerin yiizeyindedir.? Degerlendir-
digimiz olguda esinden bobrek nakli planlanan ve
dort gebeligi olan kadin hastada gebelik doneminde
kocasinin HLA simif I antikorlarina 6zgii antikor ge-
listigi AS-CM testi ile belirlenmistir.

Nakil 6ncesi DSA oldugu durumlarda intrave-
n6z immiinglobulin, plazmaferez ve/veya kimerik
monoklonal anti-CD20 antikorlar: kullanilarak du-
yarligin azaltilmasi ve ¢apraz uyum sonucunun ne-
gatif olmas: saglanir. Bu amagla, hastaya 10 kiir
plazmaferez uygulanmistir. Uygulama sonras: tek-
rarlanan ¢apraz uyum test sonucu pozitif ¢iktigin-
dan dolay: esinden bobrek nakli yapilmas: uygun
gortilmemistir. Plazmaferezin antikor miktarina et-
kisini gérmek amaciyla plazmaferez dncesi ve son-
ras1 serumlar diliie edilerek antikor tarama testi
yapilmistir. PRA tarama testinde, hastanin HLA
sinif I antikorlar pozitif iken HLA simif IT antikor-
lar1 negatif olarak tespit edildi. Bu da bize B AS-CM
pozitif sonucun simif I antikorlarindan kaynakla-
nan bir pozitiflik oldugunu gostermektedir. Plaz-
maferez 6ncesi hasta serumu 1/500 diliisyonda
pozitif sonug vermistir. Rebibou ve ark.nin ¢alig-
masinda, akim sitometri PRA sonucu pozitif olan
hasta serumunun 1/2048 diliisyonunda bile antikor
pozitifliginin tespit edilebildigi belirtilmistir.'
Bizim testimizde daha diisiik bir diliisyonda anti-
kor pozitifliginin (son immiinizasyon zamani 20 yil
6nce) immiinizasyon zamanindan kaynaklanabile-
cegini dlistiniiyoruz. Plazmaferez sonrasi serum ise,
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1/200 diliisyonda pozitiftir. Plazmaferez éncesi ve
sonrasl elde edilen PRA sonuglari, uygulanan plaz-
maferezin bu olguda nakil i¢in yeterli olmadigini,
anti-HLA antikor oranini diisitk oranda degistirdi-
gini gostermektedir.

ANTI-HLA ANTIKORLARININ SAPTANMASINDA AKIM SITOMETRIK YONTEMLERIN ONEMI

olan akim sitometrik yontemler transplantasyon
kararinin verilmesinde 6nemlidir. Ayrica plazma-
ferez 6ncesi ve sonras: hasta serumunun PRA so-
nuglar1 géz oniine alindiginda, plazmaferezin anti-
HLA antikorlarini temizlemede etkili olmadigi, im-
miinabsorbsiyon gibi daha farkl yontemlerin kul-

gerekse PRA’larin tespitinde duyarliligy yiitksek

Sonug olarak, gerek DSA’larin saptanmasinda

lanilmas1 uygun olabilir.'*
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