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ÖZ

Amaç: Allo transplantasyon yapılacak kişilerde ilk aranılan vericisi ile arasındaki HLA uyumudur. Bu çalışmada, HLA 
uyumsuz nakillerde meydana gelebilecek olumsuzluklara ek olarak, akut infeksiyon döneminde oluşan IgM antikor-
larının cross match testlerini etkileyip etkilemediğini göstermek amaçlanmıştır.
Yöntem: Çalışmamıza serum IgM antikor seviyesi yüksek bulunan, yalnızca bir enfeksiyöz ajandan kaynaklanan 
akut infeksiyon geçiren 82 hasta dâhil edildi. Hastaların alloimmunizasyon (kan nakli, hamilelik ve/veya nakil) 
öyküsü bulunmuyordu. Ab-Ag lenfositotoksisite reaksiyonunu değerlendirmek için HLA antijenlerinin kaynağı ola-
rak 55 sağlıklı kişi kullanıldı. 
Bulgular: Bu serumlardaki enfeksiyöz ajanların dağılımı %25,6 Anti-Epstein-Barr virüs kapsid antigen (EBV VCA), 
%14,6 Anti Cytomegalovirus (CMV), %17,1 Anti-Toxoplasma, %11 Anti Hepatitis A Virüs (HAV), %7,3 Anti-Rubella, 
%7,3 Anti Varicella zoster virüs (VZV), %4,9 Anti Brucella, %3,7 Anti Mumps, %2,97 Anti Parvovirus B19, %1,9 Anti 
Herpes simplex virüs (HSV)-1 ve %3,7 Anti-HBc şeklindedir. Elli beş sağlıklı kişiden aldığımız periferik kan lenfositle-
ri kullanılarak, terasaki plaklarında lenfositotoksisite yöntemi ile IgM antikoru ve HLA antijen reaksiyonu analiz 
edildi. 
Sonuç: Lenfositotoksisite testinde, IgM antikorlarının HLA Class I-II ayırımı yapılmaksızın vermiş olduğu reaksiyon-
ların infeksiyonlar için dağılımı Brucella %50, VZV %50, HAV %44,4, CMV %41,7, EBV %42,9, Toxoplasma %35,7 ve 
Rubella %33,3 olarak saptandı. 
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ABSTRACT

Objective: The first required feature for the patients, who will undergo allotransplantation, is HLA compatibility 
between donor and the recipient. In this study, it was aimed to indicate whether IgM antibodies that are produced 
during acute infection phase affect crossmatch tests or not, in addition to hitches that can occur in HLA incompat-
ible transplants. 
Methods: Eighty-two patients with acute infection due to only one infectious agent and high serum IgM antibody 
levels were involved in this study. The patients had no alloimmunization (blood transfusion, pregnancy, and/or 
previous transplants). Fifty-five healthy individuals were used as HLA antigen source in order to evaluate Ab-Ag 
lymphocytotoxicity reactions. 
Results: The infectious agent distribution in the sera samples were as 25.6% Anti-Epstein-Barr virus capsid antigen 
(EBV VCA), 14.6% Anti-Cytomegalovirus (CMV), 17.1% Anti-Toxoplasma, 11% Anti-Hepatitis A Virus (HAV), 7.3% 
Anti-Rubella, 7.3% Anti-Varicella zoster virus (VZV), 4.9% Anti-Brucella, 3.7% Anti-Mumps, 2.97% Anti-Parvovirus 
B19, 1.9% Anti-Herpes simplex virus (HSV)-1, and 3.7% Anti-HBc. IgM antibody and HLA antigen reactions were 
analyzed by lymphocytotoxicity method in terasaki plates using peripheral blood lymphocytes of 55 healthy indi-
viduals. 
Conclusion: In lymphocytotoxicity test, the distribution of reactions that IgM antibodies gave to HLA antigens 
without class I-II differentiation according to infections were identified as 50% Brucella, 50% VZV, 44.4% HAV, 41.7% 
CMV, 42.9% EBV, 35.7% Toxoplasma, and 33.3% Rubella.
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GİRİŞ

İnsan Lökosit Antijenlerine (HLA) karşı gelişen anti-
korlar organ transplantasyonunda greft rejeksiyonu-
nun temel nedenidir. Serumdaki Anti-HLA antikorları 
birden fazla antijende veya tek bir HLA molekülünde 
bulunan epitoplar nedeniyle pozitif reaksiyonlar 
verebilir. 

Transplantasyon ile grefte karşı oluşan donör spesifik 
anti-HLA antikorları (DSA) grefti tahrip eder ve olu-
şan bu antikorların tanımlanması gerekir (1,2). 
Transplantasyon öncesi dönemde ise DSA takibi uzun 
greft sağ kalımı ve transplantasyonun başarısında 
primer rol oynar. Kan transfüzyonu, transplantasyon 
ve gebeliğin özellikle IgG izotipindeki anti-HLA anti-
korlarının oluşumu üzerindeki rolü bilinmektedir. 
Hatta son yıllarda özellikle IgG1 ve IgG3 alt grubu 
antikorların daha hasar verici olduğu yönünde sonuç-
lar yayınlanmıştır (3). Literatürde güçlü kompleman 
aktivatörü olan IgM tipinde anti-HLA antikorların 
transplantasyon sürecinde greft üzerindeki etkileri 
hakkındaki bilgiler anti-HLA IgG ile kıyaslanınca 
oldukça kısıtlıdır. Bununla birlikte, Anti-HLA antikor-
larının oluşum süreci ve tipi ile ilgili araştırmalar 
özellikle komplemana bağımlı olanların transplantas-
yonda kontrendike olduğunu göstermiştir. Bir antije-
ne karşı üretilen antikorlar, yapısal olarak benzerlik-
ler taşıyan başka bir antijeni bağlayabilir. Ortak epi-
toplardan kaynaklanan bu tür bağlanmalar çapraz 
reaksiyon olarak karşımıza çıkar. Özellikle geçirilen 
bir infeksiyon sırasında enfeksiyöz ajana karşı oluşan 
antikorlar ile greft dokusuna karşı çapraz reaksiyon-
lar görülebilir ve bu da rejeksiyon sürecine katkıda 
bulunabilir. Pentamerik yapıdaki IgM tipi antikorlar 
ise antijen bağlama ve aglütinasyon yeteneğinin 
daha fazla olması, komplemanı kuvvetli aktive etme-
si ve inflamatuar yanıtı modulasyonu yeteneği ile 
önem kazanmıştır. 

IgM tipi antikorlardan kaynaklanan çapraz reaksiyon-
lar genellikle transplantasyon için sorun olarak görül-
mez. Ancak, geçirilen bir infeksiyonun akut dönemin-
de oluşan bu antikorların immün reaksiyonların güçlü 
efektörleri olması nedeniyle greft üzerindeki etkileri-

nin belirlenmesi gereklidir. Amacımız, akut infeksiyon 
geçirilen dönem ile benzer şartları oluşturup, IgM 
antikorları ile HLA antijenleri arasındaki çapraz reak-
siyon paternini lenfositotoksik cross match panel 
reaktif antikor (CDC-PRA) testinde gözlemlenir. 

Gereç ve Yöntem 

Serumlar, hastaneye başvuran hastaların mikrobiyo-
loji laboratuvarında yapılan tetkiklerinin sonuçlarına 
göre seçildi. Laboratuar bulgularına göre sadece tek 
bir enfeksiyöz ajan nedeniyle IgM antikor pozitifliği 
olan, sorgulamalarında kan transfüzyonu, gebelik ve/
veya transplantasyon nedeniyle daha önce immunize 
olmayan hastalar çalışmaya dâhil edildi. Hücreler ise 
Doku Tiplendirme Laboratuarına cross match testi 
için gelen solid organ nakli verici adayı sağlıklı gönül-
lülerden sağlandı. IgM pozitif 82 hasta (%37,80 
Erkek, n=31, %62,20 Kadın, n=51) ile 55 (%54,55 
Erkek, n=30, %45,45 Kadın, n=25) gönüllü sağlıklı 
birey çalışmaya alındı. Hastaların serumlarındaki IgM 
izotipinde antikorlar ELISA yöntemiyle saptandı 
(Liaison, DiaSorin, İtalya ve ARCHITECT i2000, Abott 
Diagnostics, ABD). Seçilen hastaların %25,6’sında 
(n: 21) anti EBV, %14,6’sında (n: 12) anti-CMV, 
%17,1’inde (n: 14) anti-Toxoplasma, %11’inde (n: 9) 
anti-Hepatit A Virüs (HAV), %7,3’ünde (n: 6) anti-
Rubella, %7,3’ünde (n: 6) anti-VZV, %4,9’unda (n: 4) 
Anti-Brucella, %3,7’sinde (n: 3) anti-Mumbs, 
%1,2’sinde (n: 1) anti-Parvovirüs B19, %3,7’sinde 
(n: 3) anti-HSV-1 ve %3,7’sinde (n: 3) anti HBc IgM 
pozitif bulunmuştur. 

Gönüllü sağlıklı bireylerden izole edilen periferik kan 
lenfositleri (PBL: Peripheral Blood Lymphcytes) ile 
çeşitli infeksiyonların akut döneminde oluşan bu IgM 
antikorları arasında CDC-PRA testi yapıldı. Serumdaki 
reaksiyonun IgG veya IgM antikorundan mı kaynak-
landığı serumların Dithiothreitol (DTT) ile ön mua-
melesi ile saptandı. Tüm testler aynı laboratuar şart-
larında ve aynı kişi tarafından yapıldı.

Gönüllü sağlıklı bireylerden alınan Na-heparinli tam 
kandan lenfosit izolasyonu yapıldı. Lenfosit izolasyo-
nu yoğunluk gradyanı kullanılarak gerçekleştirildi. 
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Toplanan lenfositler 3 kez yıkandıktan sonra PBL’ler 
CDC-PRA için kullanıldı. Doksan altılı Terasaki plağı-
nın ilk altı kuyusu sırası ile DTT’siz (Sigma, D-0632 10 
g Lot: 12H0895) ve DTT’li negatif (Innotrain), IgG 
(Innotrain) ve IgM (One Lambda, INC. Ref: ALSM Lot: 
014) kontrol serumları için kullanıldı. DTT’li serumla-
rın hazırlanması için 1/10 oranında DTT eklenmiş 
hasta serumu 37,5 °C’de 30 dk. inkübe edildi. 
İnkübasyon sonunda numuneler direkt DTT’li kuyula-
ra dağıtıldı. Yirmi dk. inkübasyondan sonra DTT’li 
kuyulara L-sistin (Sigma, C-8755 25 g Lot: 100H0503) 
eklendi. On dk. sonra 5 µl kompleman (Innotrain) 
ilave edildi. Altmış dk. oda ısısında inkübe edildi. Her 
kuyuya 1µl Fluoroquench boya (One LAMBDA, INC. 
Ref: FQAE 100) eklenerek floresan mikroskop altında 
karanlıkta ölü hücre oranları skorlandı. Aynı seruma 
ait tüm kuyular pozitif ise, PBL hücresine spesifik IgG 
tipinde Sınıf I-II anti-HLA antikoru olduğu düşünüldü. 
Yalnızca DTT’li kuyular negatif ise IgM tipinde Sınıf I-II 
anti-HLA antikoru olduğu düşünüldü. Her hücre için 
yapılan DTT’li ve DTT’siz negatif, IgG pozitif ve IgM 
pozitif kontrol serumları ile tüm hasta serumları 
kıyaslanarak 4 ve üstü skorlar pozitif kabul edildi. 

Gönüllü sağlıklı bireylerin HLA doku tiplemesi, düşük 
rezolüsyonu PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-
Sequence Specific Oligonucleotide) metodu ile yapıl-
dı (Lifecodes HLA Typing Kit Immucor Gamma, USA). 
SPSS 21.0, (Chicago, Illinois) programı ile her infeksi-
yonun pozitiflik % oranı analiz edildi. Çalışma dizayn 
edildikten sonra lokal etik kuruldan onay alındı. 

Numunelerin toplanma aşamasında çalışmaya dâhil 
edilen her bireyden sözlü ve yazılı bir şekilde gönüllü 
onam formu alındı.

BULGULAR

Çalışmada kullandığımız hücrelerin HLA dokularının 
allel dağılımlarını toplumda görülen HLA antijenleri-
nin dağılımları ile uyumlu bulduk. HLA allellerinin en 
sık olanları ve oranları A*02 %23,0, A*24 %15,7, 
A*26 %13,0, B*51 %25,,0, B*35 %17,6, B*18 %7,4, 
C*04 %16,7, C*07 %13,3, C*12, C*15 ve C*16 %10, 
DRB1*11 %29,9, DRB1* 04 %15,9, DRB1*15 %15,0, 
DQA1*05 %44,6, DQA1* 01 %39,1, DQA1* 03 %15,2, 
DQB1*03 %24,0, DQB1*06 %14,0, DQB1*05 %9,5 
şeklindedir (4-6). 

HLA antijenlerini Sınıf I ve II olarak sınıflandırmadığı-
mız için lenfositotoksisite testinde reaksiyonlar loku-
sa spesifik olarak değerlendirilmedi. Serumlar sahip 
olduğu infeksiyon paternine göre sınıflandırdıktan 
sonra her bir infeksiyon grubunun herhangi bir hücre 
ile CDC-PRA testinde pozitif reaksiyon verip vermedi-
ği kaydedildi. Her bir infeksiyon grubundaki toplam 
serum sayısı ile pozitif reaksiyon veren serum sayısı 
oranları Brucella %50 (4/2), VZV %50 (6/3), HAV 
%44,4 (n:9/4), CMV %41,7 (12/5), EBV %42,9 (21/9), 
Toxoplasma %35,7 (14/5), Rubella %33,3 (6/2) olarak 
bulundu (Şekil 1). Daha sonra her bir infeksiyon gru-
bundaki serumların tüm hücreler ile pozitif reaksiyon 
verme oranları belirlendi. Bir infeksiyon grubunda 

Şekil 1. IgM pozitif serumların enfeksiyöz ajanlara göre HLA’ler ile çapraz reaksiyon verme sonuçları.
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toplamda en yüksek pozitif reaksiyon gösteren kuyu 
oranı %8,3 [55/660 (12*55)] ile CMV, diğeri %3,7 
[43/1155 (21*55)] ile EBV IgM pozitif serumlarda 
bulundu. Diğer infeksiyonlarda ise bu oran %2’nin 
altında kaldı. CMV ve EBV IgM pozitif serumların çap-
raz reaksiyon gösterdiği kuyuların skorlarının dağı-
lımları ise Şekil 2 ve 3’te gösterildi.

TARTIŞMA

Solid organ nakli sonrası dönemde immünosüpresif 
ajanların kullanımı, greft sağkalım süresini uzatırken 
hastaların fırsatçı infeksiyonlara ve kansere yakalan-
ma oranlarını artırmaktadır (7). Özellikle nakil sonrası 
dönemde immun sistemin desteklenmesinde bir 
gecikme yaşanırsa bazı fırsatçı viral infeksiyonlar 
veya bunların reenfeksiyonları (Örn. CMV, EBV, HSV, 
HBV, VZV, HIV, vb.) daha sık görülmektedir (8). Özellikle 
toplumda seroprevalansı oldukça yüksek olan ve sık-
lıkla yaşam boyu latent infeksiyon olarak kalan CMV 
ve EBV, solid organ nakli sonrası morbidite ve morta-
litenin en önemli nedenlerinden biridirler (9-13). Bu 
infeksiyonlara karşı nakil öncesi uygulanan profilaksi 
infeksiyonun yalnızca reaktivasyonunu geciktirmeyi 
başaracaktır.

Lenfositotoksisite sonuçlarımızda enfeksiyöz ajanlara 
karşı oluşmuş IgM karakterindeki bir antikorun HLA 
ile çapraz reaksiyon verdiği düşünüldü (Şekil 1). 
Bunun olası nedeni enfeksiyöz ajanların antijenik 

moleküllerine karşı gelişen antikorların, ortak immu-
nojenik determinantlar nedeniyle bazı HLA antijenle-
rine karşı immunizasyon geliştirmesidir. HLA mole-
külleri insanda bilinen en polimorfik moleküldür. 
Ayrıca birden fazla immunojenik determinanta yani 
epitopa sahip olabilir. Romatoid artrit, ankilozan 
spondilit gibi bazı otoimmun hastalıkların patogene-
zinde, Yersinia, Salmonella veya Klebsiella gibi bazı 
mikroorganizmaların antijenik komponentleri ile HLA 
molekülleri arasındaki ortak epitoplar nedeniyle geli-
şen çapraz reaksiyonların rol aldığı düşünülmektedir 
(14-16). 

Çalışmamızda, HLA antijenleri ile en çok çapraz reak-
siyonun CMV ve EBV IgM pozitif serumlarda olduğu 
görülmüştür ve CDC-PRA cross match testi skor dağı-
lımları (Şekil 2 ve 3) 4’ün etrafında yoğunlaşmaktadır. 
CDC XM yönteminin sensitivitesi diğer cross match 
yöntemlerinden (Flow sitometri ve solid-faz cross 
match gibi) daha düşüktür. Bu dezavantajına rağmen, 
hâlâ günümüzde solid organ nakli protokollerinde ilk 
başvurulan referans yöntemdir (17). IgM antikorlarının 
lenfositotoksisite testine etkisi, pek çok laboratuvar-
da hem uygulama kolaylığı olması hem de maliyet 
etkinliği nedeniyle, ısı ve DTT ile indirgenerek değer-
lendirilmektedir. Serumdaki IgM antikorlarının testi 
etkileyip etkilemediği hakkında edinilen bilgi doğrul-
tusunda da diğer XM testleri yorumlanmaktadır. 
Ancak, testin sensitivitesinin düşük olması, düşük 
titrelerdeki IgM pozitifliğini gözden kaçırmamıza 

Şekil 2. CDC PRA testinde çapraz reaksiyon görülen CMV IgM pozitif serumların skorlarının dağılımı.
5: Skor 4-6, 7: Skor 6-8
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neden olabilir. Dolayısı ile IgM pozitif hastalarda HLA 
antijenleri ile beklenenden daha yüksek oranda bir 
pozitif reaksiyon oluşma olasılığı doğmaktadır.

Organ nakli kliniklerinde hastaların nakil süreçlerin-
de, IgM sınıfı antikor kaynaklı pozitif cross match 
testleri genellikle transplantasyon için kontrendikas-
yon olarak kabul edilmez. Bu görüşü destekleyen 
yayınlara rağmen tam tersi sonuçlar bildiren yayınla-
rın da olması bu konunun hâlâ tam olarak açıklığa 
kavuşmadığını düşündürmektedir (18). 

Bryan ve ark. (19), renal transplant hastalarında yapılan 
cross match testlerinde, DTT ile indirgenmiş donör-
reaktif lenfositotoksik antikorların varlığının, uzun 
süreli greft sağ kalımını olumsuz yönde etkilemediğini 
savunmaktadırlar. Ayrıca IgM antikor yanıtının gücü-
nün kısmen DR bölgesinin belirli gen(ler)i tarafından 
düzenlendiğini öne sürmektedirler. IgM pozitif cross-
match sonuçlarına sahip beyazlarda DR2 görülme sık-
lığını arttığını, DR4’ün azaldığını, siyahlarda DR6’nın 
arttığını, DR5’in azaldığını belirlemişlerdir. 

Stastny ve ark. (20) ise nakil sürecinin hem erken hem 
de geç dönemlerinde donör HLA’larına karşı üretilen 
IgM antikorlarının, greft kaybı ile ilişkili olduğunu ve 

HLA’ya özgü immün yanıtın yenilenmesi için potansi-
yel risk oluşturduğunu belirtmişlerdir. 

Yamane ve ark. (21) ise ratlarda oluşturdukları allo-
akciğer transplant modellerinde, histolojik olarak 
gösterdikleri akut hücresel red vakalarında donör 
lenfositlerine karşı oluşan IgM seviyelerinin dolaşım-
da erken evrede yükseldiğini bildirmişlerdir. Sonraki 
çalışmalarında ise bilateral akciğer nakli sonrası akut 
rejeksiyonlu hastalarda, erken fazda IgM ve IgG tipi 
anti-donör T hücre antikorlarını incelemişler (22). Akut 
rejeksiyonun klinik bulgularının ortaya çıkmasından 
hemen önce serumda IgG pozitifliği olmadan IgM’in 
yükselmesinin görüldüğünü belirtmişler. IgM moni-
torizasyonunun steroide cevap veren akut rejeksiyo-
nun erken saptanmasına katkıda bulunabileceğini 
savunmuşlardır (23). 

Everly ve ark. (24) her iki antikor tipine sahip hastaların 
en gelişmiş immün yanıtı temsil ettiği hipotezi ile IgM 
ve IgG3 antikorlarının üretimini incelemişler. Yalnızca 
IgM DSA varlığının daha ciddi rejeksiyonlara yol aça-
bileceğini ve IgM DSA ile devamında IgG3 DSA birlik-
teliğinin kötü prognoz göstergesi olduğunu, özellikle 
intimal arterit içeren çeşitli derecelerdeki akut rejek-
siyon atakları ile korele olduğunu belirtmişlerdir. 

Şekil 3. CDC PRA testinde çapraz reaksiyon görülen EBV IgM pozitif serumların skorlarının dağılımı.
5: Skor 4-6, 7: Skor 6-8
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DSA pozitif hastalara, akut antikor aracılı rejeksiyon 
riskini minimuma indirmek için nakil öncesi desen-
sitizasyon protokolleri uygulanabilmektedir (25,26). 
DSA negatif hastalarda da nakil sonrası süreçte de 
novo DSA gelişme olasılığı vardır (27,28). Biliyoruz ki 
nakil sonrası de novo DSA gelişimi ile akut rejeksi-
yon atağı gelişimi anlamlı şekilde ilişkilidir. De nova 
DSA gelişmesine katkıda bulunabilecek önceki allo-
immunizasyonlar ve greft dışında, sürece eklenecek 
fırsatçı infeksiyonlar yaşanacak fırtınayı kuvvetlen-
direcektir.

Bulgularımıza göre, bazı viral infeksiyonların akut 
döneminde oluşan IgM tipindeki antikorlar, HLA anti-
jenlerine karşı çapraz reaksiyonlar oluşturabilmekte-
dir. Bu da bize özellikle nakil sonrası dönemde bu 
hastaların daha dikkatli izlenmesi gerektiğini göster-
mektedir. Ayrıca bu çapraz reaktif IgM DSA’ların olu-
şumunun ve IgG’ye dönüşümünün önlenmesi, moni-
torizasyonunun yapılması da kronik rejeksiyonu 
önleme stratejileri arasında olmalıdır.

Limitasyonlar
Cross reaktif HLA antikorlarının hangisi olduğunun 
ortaya konması single antijen testleri ile geliştirecek 
projede yapılacaktır.
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