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Amag: Allo transplantasyon yapilacak kisilerde ilk aranilan vericisi ile arasindaki HLA uyumudur. Bu ¢alismada, HLA
uyumsuz nakillerde meydana gelebilecek olumsuzluklara ek olarak, akut infeksiyon déneminde olusan IgM antikor-
larinin cross match testlerini etkileyip etkilemedigini géstermek amaglanmistir.

Yontem: Calismamiza serum IgM antikor seviyesi yiiksek bulunan, yalnizca bir enfeksiyéz ajandan kaynaklanan
akut infeksiyon gegiren 82 hasta dahil edildi. Hastalarin alloimmunizasyon (kan nakli, hamilelik ve/veya nakil)
Oykusi bulunmuyordu. Ab-Ag lenfositotoksisite reaksiyonunu degerlendirmek igin HLA antijenlerinin kaynagi ola-
rak 55 saglkh kisi kullanild.

Bulgular: Bu serumlardaki enfeksiydz ajanlarin dagilimi %25,6 Anti-Epstein-Barr viriis kapsid antigen (EBV VCA),
%14,6 Anti Cytomegalovirus (CMV), %17,1 Anti-Toxoplasma, %11 Anti Hepatitis A Viriis (HAV), %7,3 Anti-Rubella,
%7,3 Anti Varicella zoster viriis (VZV), %4,9 Anti Brucella, %3,7 Anti Mumps, %2,97 Anti Parvovirus B19, %1,9 Anti
Herpes simplex viriis (HSV)-1 ve %3,7 Anti-HBc seklindedir. Elli bes saglikli kisiden aldigimiz periferik kan lenfositle-
ri kullanilarak, terasaki plaklarinda lenfositotoksisite yontemi ile IgM antikoru ve HLA antijen reaksiyonu analiz
edildi.

Sonug: Lenfositotoksisite testinde, IgM antikorlarinin HLA Class I-Il ayirimi yapilmaksizin vermis oldugu reaksiyon-
larin infeksiyonlar igin dagilimi Brucella %50, VZV %50, HAV %44,4, CMV %41,7, EBV %42,9, Toxoplasma %35,7 ve
Rubella %33,3 olarak saptandi.

Anahtar kelimeler: Inmunglobulin M, ¢apraz reaksiyon, HLA, lenfositotoksisite testi
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-1l 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.

Keywords: Immunoglobulin M, Cross reaction, HLA, Lymphocytotoxicty test
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GIRIS

insan Lokosit Antijenlerine (HLA) karsi gelisen anti-
korlar organ transplantasyonunda greft rejeksiyonu-
nun temel nedenidir. Serumdaki Anti-HLA antikorlari
birden fazla antijende veya tek bir HLA molekiliinde
bulunan epitoplar nedeniyle pozitif reaksiyonlar
verebilir.

Transplantasyon ile grefte karsi olusan donor spesifik
anti-HLA antikorlari (DSA) grefti tahrip eder ve olu-
san bu antikorlarin tanimlanmasi gerekir *2)
Transplantasyon dncesi donemde ise DSA takibi uzun
greft sag kalimi ve transplantasyonun basarisinda
primer rol oynar. Kan transflizyonu, transplantasyon
ve gebeligin ozellikle 1gG izotipindeki anti-HLA anti-
korlarinin olusumu Uzerindeki roli bilinmektedir.
Hatta son yillarda 6zellikle IgG1 ve 1gG3 alt grubu
antikorlarin daha hasar verici oldugu yoninde sonug-
lar yayinlanmistir @, Literatirde giicli kompleman
aktivatori olan IgM tipinde anti-HLA antikorlarin
transplantasyon sirecinde greft Gzerindeki etkileri
hakkindaki bilgiler anti-HLA 1gG ile kiyaslaninca
oldukga kisithdir. Bununla birlikte, Anti-HLA antikor-
larinin olusum sireci ve tipi ile ilgili arastirmalar
ozellikle komplemana bagimli olanlarin transplantas-
yonda kontrendike oldugunu gostermistir. Bir antije-
ne kars! Uretilen antikorlar, yapisal olarak benzerlik-
ler tasiyan baska bir antijeni baglayabilir. Ortak epi-
toplardan kaynaklanan bu tir baglanmalar capraz
reaksiyon olarak karsimiza cikar. Ozellikle gegirilen
bir infeksiyon sirasinda enfeksiyoz ajana karsi olusan
antikorlar ile greft dokusuna karsi capraz reaksiyon-
lar gorulebilir ve bu da rejeksiyon siirecine katkida
bulunabilir. Pentamerik yapidaki IgM tipi antikorlar
ise antijen baglama ve agliitinasyon yeteneginin
daha fazla olmasi, komplemani kuvvetli aktive etme-
si ve inflamatuar yaniti modulasyonu yetenegi ile
onem kazanmistir.

IgM tipi antikorlardan kaynaklanan gapraz reaksiyon-
lar genellikle transplantasyon i¢in sorun olarak gorul-
mez. Ancak, gecirilen bir infeksiyonun akut dénemin-
de olusan bu antikorlarin immiin reaksiyonlarin gigli
efektorleri olmasi nedeniyle greft lizerindeki etkileri-

nin belirlenmesi gereklidir. Amacimiz, akut infeksiyon
gecirilen donem ile benzer sartlari olusturup, IgM
antikorlari ile HLA antijenleri arasindaki capraz reak-
siyon paternini lenfositotoksik cross match panel
reaktif antikor (CDC-PRA) testinde gozlemlenir.

GEREG ve YONTEM

Serumlar, hastaneye basvuran hastalarin mikrobiyo-
loji laboratuvarinda yapilan tetkiklerinin sonuglarina
gore segildi. Laboratuar bulgularina gore sadece tek
bir enfeksiyoz ajan nedeniyle IgM antikor pozitifligi
olan, sorgulamalarinda kan transfiizyonu, gebelik ve/
veya transplantasyon nedeniyle daha énce immunize
olmayan hastalar ¢alismaya dahil edildi. Hicreler ise
Doku Tiplendirme Laboratuarina cross match testi
icin gelen solid organ nakli verici adayi saghkli goniil-
lilerden saglandi. IgM pozitif 82 hasta (%37,80
Erkek, n=31, %62,20 Kadin, n=51) ile 55 (%54,55
Erkek, n=30, %45,45 Kadin, n=25) gonulli saghkli
birey calismaya alindi. Hastalarin serumlarindaki IgM
izotipinde antikorlar ELISA yontemiyle saptandi
(Liaison, DiaSorin, italya ve ARCHITECT i2000, Abott
Diagnostics, ABD). Secilen hastalarin %25,6’sinda
(n: 21) anti EBV, %14,6'sinda (n: 12) anti-CMV,
%17,1'inde (n: 14) anti-Toxoplasma, %11’inde (n: 9)
anti-Hepatit A Virls (HAV), %7,3’linde (n: 6) anti-
Rubella, %7,3’Unde (n: 6) anti-VZV, %4,9’unda (n: 4)
Anti-Brucella, %3,7’sinde (n: 3) anti-Mumbs,
%1,2’sinde (n: 1) anti-Parvoviriis B19, %3,7’sinde
(n: 3) anti-HSV-1 ve %3,7’sinde (n: 3) anti HBc IgM
pozitif bulunmustur.

Gonullu saglikl bireylerden izole edilen periferik kan
lenfositleri (PBL: Peripheral Blood Lymphcytes) ile
cesitli infeksiyonlarin akut déneminde olusan bu IgM
antikorlari arasinda CDC-PRA testi yapildi. Serumdaki
reaksiyonun IgG veya IgM antikorundan mi kaynak-
landigi serumlarin Dithiothreitol (DTT) ile 6n mua-
melesi ile saptandi. Tum testler ayni laboratuar sart-
larinda ve ayni kisi tarafindan yapildi.

Gonulla saglikh bireylerden alinan Na-heparinli tam

kandan lenfosit izolasyonu yapildi. Lenfosit izolasyo-
nu yogunluk gradyani kullanilarak gerceklestirildi.
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Toplanan lenfositler 3 kez yikandiktan sonra PBLler
CDC-PRA icin kullanildi. Doksan altili Terasaki plagi-
nin ilk alti kuyusu sirasi ile DTT’siz (Sigma, D-0632 10
g Lot: 12H0895) ve DTT’li negatif (Innotrain), 1gG
(Innotrain) ve IgM (One Lambda, INC. Ref: ALSM Lot:
014) kontrol serumlari igin kullanildi. DTT’li serumla-
rin hazirlanmasi icin 1/10 oraninda DTT eklenmis
hasta serumu 37,5 °C’de 30 dk. inkube edildi.
inkiibasyon sonunda numuneler direkt DTT’li kuyula-
ra dagitildi. Yirmi dk. inkiibasyondan sonra DTTli
kuyulara L-sistin (Sigma, C-8755 25 g Lot: 100H0503)
eklendi. On dk. sonra 5 pl kompleman (Innotrain)
ilave edildi. Altmis dk. oda isisinda inkiibe edildi. Her
kuyuya 1ul Fluoroquench boya (One LAMBDA, INC.
Ref: FQAE 100) eklenerek floresan mikroskop altinda
karanlikta 61l hiicre oranlari skorlandi. Ayni seruma
ait tum kuyular pozitif ise, PBL hiicresine spesifik 1gG
tipinde Sinif I-1l anti-HLA antikoru oldugu distunuld.
Yalnizca DTT’li kuyular negatif ise IgM tipinde Sinif I-II
anti-HLA antikoru oldugu disilnldi. Her hicre igin
yapilan DTT’li ve DTT’siz negatif, 1gG pozitif ve IgM
pozitif kontrol serumlari ile tim hasta serumlari
kiyaslanarak 4 ve Ustl skorlar pozitif kabul edildi.

Gonulld saghkl bireylerin HLA doku tiplemesi, diistk
rezollisyonu PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-
Sequence Specific Oligonucleotide) metodu ile yapil-
di (Lifecodes HLA Typing Kit Immucor Gamma, USA).
SPSS 21.0, (Chicago, lllinois) programi ile her infeksi-
yonun pozitiflik % orani analiz edildi. Calisma dizayn
edildikten sonra lokal etik kuruldan onay alindi.
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Numunelerin toplanma asamasinda ¢alismaya dahil
edilen her bireyden so6zli ve yazili bir sekilde gonulla
onam formu alindi.

BULGULAR

Calismada kullandigimiz hicrelerin HLA dokularinin
allel dagilimlarini toplumda gorilen HLA antijenleri-
nin dagilimlari ile uyumlu bulduk. HLA allellerinin en
stk olanlari ve oranlart 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
seklindedir *+),

HLA antijenlerini Sinif | ve Il olarak siniflandirmadigi-
miz icin lenfositotoksisite testinde reaksiyonlar loku-
sa spesifik olarak degerlendirilmedi. Serumlar sahip
oldugu infeksiyon paternine gore siniflandirdiktan
sonra her bir infeksiyon grubunun herhangi bir hiicre
ile CDC-PRA testinde pozitif reaksiyon verip vermedi-
gi kaydedildi. Her bir infeksiyon grubundaki toplam
serum sayisl ile pozitif reaksiyon veren serum sayisi
oranlari 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 (Sekil 1). Daha sonra her bir infeksiyon gru-
bundaki serumlarin tim hiicreler ile pozitif reaksiyon
verme oranlari belirlendi. Bir infeksiyon grubunda
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Sekil 1. IgM pozitif serumlarin enfeksiy6z ajanlara gére HLA ler ile gapraz reaksiyon verme sonuglari.
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toplamda en yuksek pozitif reaksiyon gosteren kuyu
orani %8,3 [55/660 (12*55)] ile CMV, digeri %3,7
[43/1155 (21*55)] ile EBV IgM pozitif serumlarda
bulundu. Diger infeksiyonlarda ise bu oran %2’nin
altinda kaldi. CMV ve EBV IgM pozitif serumlarin ¢ap-
raz reaksiyon gosterdigi kuyularin skorlarinin dagi-
limlari ise Sekil 2 ve 3’te gosterildi.

TARTISMA

Solid organ nakli sonrasi donemde immunosipresif
ajanlarin kullanimi, greft sagkalim siiresini uzatirken
hastalarin firsatci infeksiyonlara ve kansere yakalan-
ma oranlarini artirmaktadir 7). Ozellikle nakil sonrasi
donemde immun sistemin desteklenmesinde bir
gecikme yasanirsa bazi firsatgl viral infeksiyonlar
veya bunlarin reenfeksiyonlari (Orn. CMV, EBV, HSV,
HBV, VZV, HIV, vb.) daha sik gériilmektedir ®. Ozellikle
toplumda seroprevalansi oldukca yiiksek olan ve sik-
likla yasam boyu latent infeksiyon olarak kalan CMV
ve EBYV, solid organ nakli sonrasi morbidite ve morta-
litenin en 6nemli nedenlerinden biridirler ©3), Bu
infeksiyonlara karsi nakil dncesi uygulanan profilaksi
infeksiyonun yalnizca reaktivasyonunu geciktirmeyi
basaracaktir.

Lenfositotoksisite sonuclarimizda enfeksiydz ajanlara
karsi olusmus IgM karakterindeki bir antikorun HLA
ile capraz reaksiyon verdigi duslntldi (Sekil 1).
Bunun olasi nedeni enfeksiy6z ajanlarin antijenik

molekullerine karsi gelisen antikorlarin, ortak immu-
nojenik determinantlar nedeniyle bazi HLA antijenle-
rine karsi immunizasyon gelistirmesidir. HLA mole-
killeri insanda bilinen en polimorfik molekildir.
Ayrica birden fazla immunojenik determinanta yani
epitopa sahip olabilir. Romatoid artrit, ankilozan
spondilit gibi bazi otoimmun hastaliklarin patogene-
zinde, Yersinia, Salmonella veya Klebsiella gibi bazi
mikroorganizmalarin antijenik komponentleri ile HLA
molekdilleri arasindaki ortak epitoplar nedeniyle geli-

sen ¢apraz reaksiyonlarin rol aldigi dusliniilmektedir
(14-16)

Calismamizda, HLA antijenleri ile en ¢ok ¢apraz reak-
siyonun CMV ve EBV IgM pozitif serumlarda oldugu
gorilmustir ve CDC-PRA cross match testi skor dagi-
himlari (Sekil 2 ve 3) 4’lin etrafinda yogunlasmaktadir.
CDC XM yonteminin sensitivitesi diger cross match
yontemlerinden (Flow sitometri ve solid-faz cross
match gibi) daha distktir. Bu dezavantajina ragmen,
hala glinimizde solid organ nakli protokollerinde ilk
basvurulan referans yontemdir 7). IgM antikorlarinin
lenfositotoksisite testine etkisi, pek ¢ok laboratuvar-
da hem uygulama kolayligi olmasi hem de maliyet
etkinligi nedeniyle, 1si ve DTT ile indirgenerek deger-
lendirilmektedir. Serumdaki IgM antikorlarinin testi
etkileyip etkilemedigi hakkinda edinilen bilgi dogrul-
tusunda da diger XM testleri yorumlanmaktadir.
Ancak, testin sensitivitesinin dlstk olmasi, dusik
titrelerdeki 1gM pozitifligini gdzden kagirmamiza

Skor
=Y

0 10 20 30

40 50 60 70 80

Pozitif reaksiyon veren serum kuyulari

Sekil 2. CDC PRA testinde ¢apraz reaksiyon gériilen CMV IgM pozitif serumlarin skorlarinin dagihmi.

5: Skor 4-6, 7: Skor 6-8
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Sekil 3. CDC PRA testinde ¢apraz reaksiyon gériilen EBV IgM pozitif serumlarin skorlarinin dagihmi.

5: Skor 4-6, 7: Skor 6-8

neden olabilir. Dolayisi ile IgM pozitif hastalarda HLA
antijenleri ile beklenenden daha yliksek oranda bir
pozitif reaksiyon olusma olasiligi dogmaktadir.

Organ nakli kliniklerinde hastalarin nakil sireclerin-
de, IgM sinifi antikor kaynakl pozitif cross match
testleri genellikle transplantasyon icin kontrendikas-
yon olarak kabul edilmez. Bu gorisiu destekleyen
vayinlara ragmen tam tersi sonuclar bildiren yayinla-
rin da olmasi bu konunun hala tam olarak agiklhga
kavusmadigini distindirmektedir 18,

Bryan ve ark. *?, renal transplant hastalarinda yapilan
cross match testlerinde, DTT ile indirgenmis donor-
reaktif lenfositotoksik antikorlarin varliginin, uzun
sureli greft sag kalimini olumsuz yénde etkilemedigini
savunmaktadirlar. Ayrica IgM antikor yanitinin glcu-
ndn kismen DR bdlgesinin belirli gen(ler)i tarafindan
dizenlendigini 6ne stirmektedirler. IgM pozitif cross-
match sonuglarina sahip beyazlarda DR2 goriilme sik-
hgini arttigini, DR4’lin azaldigini, siyahlarda DR6’nin
arttigini, DR5’in azaldigini belirlemislerdir.

Stastny ve ark. % ise nakil stirecinin hem erken hem

de gec dénemlerinde dondor HLA'larina karsi Uretilen
IgM antikorlarinin, greft kaybi ile iliskili oldugunu ve

250

HLA'ya 6zgl immiin yanitin yenilenmesi icin potansi-
yel risk olusturdugunu belirtmislerdir.

Yamane ve ark. ?Y ise ratlarda olusturduklari allo-
akciger transplant modellerinde, histolojik olarak
gosterdikleri akut hicresel red vakalarinda donor
lenfositlerine karsi olusan IgM seviyelerinin dolasim-
da erken evrede yikseldigini bildirmislerdir. Sonraki
¢alismalarinda ise bilateral akciger nakli sonrasi akut
rejeksiyonlu hastalarda, erken fazda IgM ve IgG tipi
anti-dondr T hiicre antikorlarini incelemisler ?2. Akut
rejeksiyonun klinik bulgularinin ortaya ¢ikmasindan
hemen 6nce serumda IgG pozitifligi olmadan IgM’in
yikselmesinin gorildigind belirtmisler. IgM moni-
torizasyonunun steroide cevap veren akut rejeksiyo-
nun erken saptanmasina katkida bulunabilecegini
savunmuslardir 3,

Everly ve ark. ® her iki antikor tipine sahip hastalarin
en gelismis immiin yaniti temsil ettigi hipotezi ile IgM
ve 1gG3 antikorlarinin tretimini incelemisler. Yalnizca
IgM DSA varliginin daha ciddi rejeksiyonlara yol acga-
bilecegini ve IgM DSA ile devaminda IgG3 DSA birlik-
teliginin kot prognoz gostergesi oldugunu, 6zellikle
intimal arterit iceren ¢esitli derecelerdeki akut rejek-
siyon ataklari ile korele oldugunu belirtmislerdir.
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DSA pozitif hastalara, akut antikor aracili rejeksiyon
riskini minimuma indirmek icin nakil 6ncesi desen-
sitizasyon protokolleri uygulanabilmektedir 2526,
DSA negatif hastalarda da nakil sonrasi siiregte de
novo DSA gelisme olasihgl vardir ?72®, Biliyoruz ki
nakil sonrasi de novo DSA gelisimi ile akut rejeksi-
yon atagi gelisimi anlamli sekilde iliskilidir. De nova
DSA gelismesine katkida bulunabilecek 6nceki allo-
immunizasyonlar ve greft disinda, slirece eklenecek
firsatgi infeksiyonlar yasanacak firtinayr kuvvetlen-
direcektir.

Bulgularimiza gore, bazi viral infeksiyonlarin akut
déneminde olusan IgM tipindeki antikorlar, HLA anti-
jenlerine karsl capraz reaksiyonlar olusturabilmekte-
dir. Bu da bize oOzellikle nakil sonrasi dénemde bu
hastalarin daha dikkatli izlenmesi gerektigini goster-
mektedir. Ayrica bu ¢apraz reaktif IgM DSA’larin olu-
sumunun ve IgG’ye donlisiminin 6nlenmesi, moni-
torizasyonunun vyapilmasi da kronik rejeksiyonu
Onleme stratejileri arasinda olmalidir.

Limitasyonlar

Cross reaktif HLA antikorlarinin hangisi oldugunun
ortaya konmasi single antijen testleri ile gelistirecek
projede yapilacaktir.
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