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HLA-DP Uyumsuzluguna Bagh Mikst Lenfosit

Kultur Testindeki Pozitiflik

Positive Mixed lymphocyte Culture Test Result Due to HLA-DP Mismatch
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OZET

Graft Versus Host Hastaligi (GVHH) allojeneik kok hiicre nakli (KHN) sey-
rinde halen 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Mikst lenfosit
kaltur (MLC-Karisik Lenfosit Kiltdr) testi, genellikle HLA- D bélge uyumu-
nu saptayan standart bir test olarak kabul edilir. Bu calismada allojeneik
KHN’ne hazirlanan ve HLA-A, -B, -Cw, -DR, -DQ lokuslari uyumlu ve -DP
lokusu uyumsuz olan akraba hasta -verici ¢iftine MLC testi yapilmistir. Test
sonucu pozitif olarak saptanmis ve HLA-DP farkliiginin MLC testindeki
proliferasyon degerlerindeki artiglardan sorumlu oldugu gézlemlenmistir.
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1960’ yillardan beri KHN bircok hematolojik hastaligin
tedavisinde artan siklikta kullanilmaktadir (1). KHN sirasinda
transfiize edilen kdk hiicreler otolog veya allojenik (insan Lo-
kosit Antijenleri-Human Leukocytes Antigen-HLA) uyumlu kar-
degsler, akraba olmayan vericiler ve kordon kani) kaynaklardan
elde edilmektedir. Bu kaynaklardan en ¢ok kullanilan ve ¢ogu
endikasyonda en basarili olani HLA tam uyumlu kardeglerden
yapilanidir (1, 2). GVHH graftta bulunan imminokompetan T
lenfositlerinin konagin dokularina karsi reaktivite kazanma-
st sonucu olusur. KHN'deki basarinin artmasinda, yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi yaninda hasta ve vericinin HLA uy-
gunluklarini saptamak amaciyla yapilan cesitli molekiiler testler
de 6nemli yer tutmaktadir (1, 3). HLA (sinif | ve sinif Il) anti-
jenlerini belirlemede baslangicta serolojik yéntemler kullani-
lirken, teknolojik gelismeler neticesinde glinimuzde moleki-
ler yontemler tercih edilmektedir (4). MLC ise, hasta ve verici
arasindaki 6zellikle HLA-sinif Il (HLA-D) antijenlerinin uygun-
suzlugunda hiicresel bagisik yanitin dl¢lilmesinde kullanilan
bir test yontemidir. Genetik acidan birbirinden farkli kisilerin
lenfositleri in vitro karsilastinldiginda, lenfosit ylizeyinde ifade
edilen HLA-D grubu antijenleri diger lenfosit grubunda DNA
sentezini uyarmaktadir. DNA sentezindeki artig, hasta ile ve-
rici arasindaki uyusmazhgin derecesi ile orantihdir (5). HLA-D
bolgesi DR, DQ ve DP, olmak tzere 3 dnemli alt bdlgeye ay-
rilmaktadir. Sinif Il molekdlleri o ve B polipeptit zincirlerinin

ABSTRACT

Graft Versus Host Disease (GVHD) remains a major cause of morbidity and
mortality in allogeneic stem cell transplantation (SCT). The MLC assay has
been generally accepted as a standard test for determining HLA-D region
compatibility. In this study, the MLC test has been carried out on the re-
lated recipient-donor couple who were prepared for allogeneic SCT and
were found to be matched for HLA-A, -B, -Cw, DR, DQ but not for -DP.
The result of the MLC test was positive. We observed that HLA-DP mis-
match was responsible for the increased proliferation values in MLC test.

Key Words: Mixed lymphocyte culture, HLA-DP, stem cell transplantation
Received: 16.06.2009 Accepted: 18.08.2009

birlikte olusturdugu molekillerdir. DR bdlgesi sadece bir a
zincir genini kapsar (DRA). Buna karsilik bazilari fonksiyonel
olan (DRB1, 3, 4 ve 5), bazilan fonksiyonel olmayan (DRB2,
6,7,8,9) 9 B zincir geni vardir (DRB). Fonksiyonel olan DRB1
genlerinin her biri farkli B zincirini kodlar. DQ bélgesinde
hem a, hem de B zincirleri polimorfiktir. DP bélgesinde ise,
DP « zinciri dustk polimorfizm gosterirken, DP B zinciri bu-
yuk oranda polimorfiktir (6). Calismamizda, Polymerase Chain
Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu- PCR)-Sequence Spe-
cific Primers (Diziye Ozgii Primerler-SSP) yéntemi ile DP allel
uyumsuzlugu MLC pozitifligi tespit ettigimiz bir akraba hasta-
verici ¢ifti sunulmaktadir.

Olgu Sunumu

Kronik Lenfositik Lésemi (KLL) nedeniyle tedavi edilmek-
te olan 52 yasinda bir erkek hasta ile 49 yasinda olan erkek
kardesinin HLA uyumu arastinlmistir. Hasta ve vericinin HLA
doku tiplemesi Trakya Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Biyoloji
A.D.'nda belirlenmistir. Her birinden EDTA'li tipe 5 cc perife-
rik vendz kan alinarak QIAMP DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Cat. No:51104) ile DNA izolasyonlari yapilmistir. HLA- A, -B,
-Cw, -DRB, -DQB ve -DPB lokuslarinin genotiplendirmesinde
dislk rezollsyonlu Olerup SSP A,B, Cw, DR, DQ, DP SSP
Combi Tray, Lot. No.: V99) kiti kullanilmistir. Amplifikasyon-
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da GeneAmp PCR Sistem 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, California) kullanilarak; 1 siklus 94°C'de 2 dak., 10 sik-
lus 94°C'de 10 sn., 65°C'de 1 dak., 20 siklus 94°C'de 10 sn.,
61°C'de 50 sn., 72°C’'de 30 sn. ve (+) 4°C'de sonsuz PCR prog-
rami uygulanmistir. Elde edilen PCR drlnlerine %0.5 TBE ile
%2 agaroz jelde,160 volt, 450 amp., 10 dakika elektroforez
uygulanmistir. Daha sonra UV. transilluminator yardimi ile aga-
roz jel degerlendirilerek amplifikasyon gerceklesen kuyucuklar
belirlenmis ve Score bilgisayar yazilim programinda degerlen-
dirilmistir. Hastanin HLA allelleri; A*02, 03, B*27, 35, Cw*02,
07, DRB1*01, 16, DQB1*05, 05 ve DPB1*0201, 0401 olarak
saptanirken, vericinin HLA allellerinin A*02, 03, B*27, 35,
Cw*02, 07, DRB1*01, 16, DQB1*05, 05 ve DPB1*0401, 0402
oldugu belirlenmistir.

Hasta ve verici ciftine istanbul Universitesi istanbul Tip Fa-
kdltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'nda MLC testi uygulanmis-
tir. Test icin, hasta ve vericiden lityum heparinli tipe 8 cc peri-
ferik vendz kan alinarak lenfositler Ficoll-hypaque (Pharmacia,
Piscataway, NJ) gradient teknigi ile izole edilmistir. Elde edilen
lenfositler RPMI 1640 (glutaminli, hepesli, Sigma-50 u/mlpe-
nisilin ve 50 ug/ml streptomisin) ile li¢c kez yikandiktan sonra
hucreler RPMI 1640 ve insan serumu (9:1) iceren medyumda
1x10% olacak sekilde sayillmistir. Hasta hiicreleri 5000 rad’'da
(cGy) 1sinlanmustir. Hicreler 96 kuyulu plaklarda 96 saat 37°C
ve %5 CO,'li ortamda inkiibe edildikten sonra, her bir kuyuya
*H Thymidine koyulmus ve 16 -18 saat sonra tim hicreler top-
lanmistir. Kilturin sonlanmasindan sonra likit sintilasyon saya-
cinda sayim yapilmistir. Tek yoénli MLC test sonucunda iki ayri
degerlendirme, Stimilasyon indeksi (SI) ve Géreceli Cevap
indeksi (Relative Response Index - RRI) hesaplanmistir (For-
mul 1, Formil 2). MLC testinde Sl degerinin <1 olmasi ve RRI
degderinin negatif olmasi vericinin hasta icin uygun oldugunu
belirtmektedir. Tek yonli MLC testi hasta hiicre sayisi yetersiz
oldugundan verici yéniinde calisiimistir. SI: 2.66 ve RRI deger-
leri + (2.2) ile + (4.4) arasinda bir dagilim gdstermistir.

Formil 1:

Sl= VH*/W

Formdl 2:

RRI = (VH*-WV /VK*-WV) x100

*:1ginlanmis hicreler

VH*:Verici hlcreleri ile hastanin iginlanmig hiicreleri

VV: Sadece verici hiicreleri

VK*: Verici hicreleri ile 1sinlanmis kontrol (hasta ve verici
ile akrabaligi olmayan saglikl kisilerden elde edilen hiicreler)
hucreleri

Tartisma

Gunumuzde cesitli hematolojik neoplaziler, bazi kalitsal
hastaliklar ve kemik iligi yetersizligi sendromlar KHN ile tedavi
edilmektedir. Hasta ve verici arasindaki HLA uyumu graft red-
di, GVHH hastaligi ve yetersiz immun yapilanma ile iliskilidir.
Serolojik HLA tiplemesi, hasta ve vericilerinin HLA karsilastir-
masini saptamada yetersizdir. Serolojik sonuglar hasta ve verici
uyumunun allel diizeyinde karsilastirlmasina imkan vermez. Bu
sebeple, HLA polimorfizmini saptamak icin molekiler biyoloji

tekniklerinin kullanimina izin veren daha ileri metodlara ihtiyag
vardir. PCR SSP metodu ile diziye 6zgl sentetik oligonukleo-
tidler kullanilarak hasta verici ciftleri arasindaki uyum arastiril-
maktadir. MLC ise, sinif Il molekdlleri (HLA-DR, DQ ve DP) ara-
sindaki farkliligi saptayan bir metoddur (7). Hasta- alici giftleri
arasindaki HLA-DRB1 uyumsuzluklari MLC testlerinde prolife-
ratif cevaplarin en 6nemli nedenidir. Ancak, DRB1 uyumlu olsa
bile, hasta ve verici arasinda DRB3, DQ ve DP uyumsuzluklar
da MLC testinde proliferasyona sebep olabilir (9). Ozellikle ak-
raba olmayan vericilerden yapilan KHN’lerinde HLA-C, E, DP
gibi bolgelerindeki uyumsuzluklar da, KHN sonrasi GVHH ris-
kinin artmasina katkida bulunabilmektedir. Bu durum akraba
olmayan KHN'lerinde akut GVHH ve rejeksiyon ihtimalinin ne-
den daha ylksek oldugunu agiklayabilir (9-11). Bizim vakamiz-
da, KLL tanili hasta ve verici kardesinin PCR-SSP yontemi ile
HLA-A,-B,-C,-DR,-DQ ve -DP lokuslari ¢aligilmig, hasta ve verici
arasinda sadece DP uyumsuzlugu saptanmistir. MLC testinde
ise hasta-verici hucrelerinin proliferasyonlarindaki artis nedeni
ile test sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir. Boylece, HLA-
DP uyumsuzlugu MLC testi ile de dogrulanmistir.

Olerup ve ark.’lari, akraba olan ve olmayan, DP uyumlu
olan ve olmayan ciftlere MLC testi yaptiklarinda, DP uyumsuz-
lugu olan 3 (%100) akraba ciftin hepsinin MLC sonucunun po-
zitif oldugunu gérmuslerdir. Akraba olmayan HLA-DP uyumsuz
bireylerden elde edilen hiicrelerle uygulanan MLC testinde
ise %9.8 oraninda pozitiflik saptanmistir. Arastirmacilar MLC
testini degerlendirme de, RRI sonuglarini esas almislardir. RRI
degeri %8 veya lzerinde ise sonug pozitif olarak kabul edilmis-
tir. Akraba olmayan grupta MLC testi yapilan vakalarda pozitif
sonuglarin az olmasinin sebebini de kabul edilen yiksek RRI
degerlerinden kaynaklanmig olabilecegini belirtmislerdir. Ayri-
ca bu calismada iki DP uyumsuzlugu olan hasta verici ¢iftlerin-
de, tek DP uyumsuzluguna gére RRI degerlerinde daha fazla
artis oldugu gérilmustir (8). Vakamizdaki DP uyumsuz akraba
ciftin MLC sonucunun pozitif bulunmasi Olerup ve ark.’larinin
akraba ciftlerde gozlemledikleri uyumsuz DP ile MLC pozitifligi
iliskisi acisindan uyumludur.

Penzes ve grubu yaptiklar calismaya, KHN icin akraba
uygun vericisi olmayan 28 Macar hasta ve bu hastalara sero-
lojik olarak HLA-A, -B, -DR uyumlu 61 (26 hasta igin birden
fazla potansiyel verici var) akraba olmayan vericiyi dahil et-
mislerdir. Ciftlerin sadece %11.5'inde molekiler yontemlerle
HLA uyumu saptanmistir. Bu ¢iftlere MLC testi yapildiginda,
daima (-) MLC sonucu saptanirken, HLA-DPB1*0201-0301 ve
DPB1*0301-0401 allel kombinasyonunun ise, tim vakalarda
reaktif oldugunu bulmuslardir. Sonug olarak, arastirmacilar
MLC testinde bazi DP allel kombinasyonlarinin disik immu-
jenite gosterebilecegini, bazi kombinasyonlarin ise, pozitif
sonuglar ortaya cikarabilecegini belirtmislerdir. Bu sonuglarin-
da, KHN icin en uygun vericinin secilmesine yardim edecegini
aciklamiglardir (12).

Vakamizda hastanin HLA-DP’si DPB1*0201-0401 vericinin
HLA-DP’si ise, DPB1*0401-0402'dir. MLC testi sonucunda,
DPB1*0201-0402 allel kombinasyonunun da reaktif oldugunu
belirledik. Penzes ve ark.’'larinin ¢alismasi ile vakamizi deger-
lendirdigimizde, HLA-DPB1*0201-0301 ve DPB1*0301-0401
kombinasyonlarina ilave olarak DPB1*0201-0402 kombinasyo-
nunun da MLC testinde pozitif sonu¢ ortaya cikarabilecegini
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saptadik. Ancak DPB1*0201-0402 allel kombinasyonu daima
ylksek immun cevaba sahiptir diyebilmek icin test sayisini ar-
tirmaya ihtiyag vardir.

Sonug olarak, molekdiler yéntemlerle HLA bdlgesi allel di-
zeyinde belirlenmektedir. MLC testi ile de, HLA-DR, DQ anti-
jenlerinin yani sira DP antijen farkliliklarinin da saptanmasi ile,
HLA sinif Il antijenlerinin uygunlugu dogrulanmaktadir. HLA
uyumlu kardesler ayni haplotiplere sahip olduklarindan dolay
genellikle allel uyumsuzlugu beklenmez. Bu ¢iftteki DP uyum-
suzlugu crossing over esnasinda gelismis olmalidir. Ayrica yap-
ti§imiz calisma doku tiplendirmesi yaparken her lokusun ayri
énemi oldugunu ve KHN 6ncesinde DP lokuslarin arastirima-
sinin dnemini vurgulamaktir. Bu degerlendirmenin, nakil igin
uygun vericinin segilmesine katkida bulunacagi ve nakil sonrasi
GVHH riskini de azaltacagi distincesindeyiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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