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Amagc: Son dénem bdbrek yetersizligi (SDBY) olan hasta-
lar icin hayat standartlarini arttiran bir tedavi yéntemi olan
bobrek naklinde HLA uyumunun énemi bilinen bir gercektir.
Alici ve verici arasindaki insan Lokosit Antijenleri (Human
Leukocyte Antigens, HLA) uyumunun, allojenik bdbrek trans-
plantasyonu sonrasi graft sagkalimi tGizerine énemli bir etkisi
vardir. Ancak HLA identik kardesler arasi yapilan transplant-
lar da graft kaybi ile sonlanabilmektedir. Mindr histokompa-
tibilite antijenleri (mHag) HA-1, 19. kromozom uzerindeki
diallelik genlerce kodlanan, 9 aminoasitlik diigiik polimorfizm
gobsteren immunojenik bir peptiddir. Mindr histokompatibilite
antijenleri, HLA uyumlu solid organ transplantasyonlarinin
graft rejeksiyonu icin potansiyel bir risk faktéridar. Yaptigimiz
bu calismada bdbrek transplantasyonunda mHA-1 uyumu
veya uyumsuzlugunun, transplant sonrasi graft sagkalimi ile
iliskisini arastirmay1 amagladik.

Hastalar ve Yontemler: Son dénem bobrek yetersizligi tanisi
konmus 59 hasta ile onlarin akraba vericileri calismaya alindi.
Mindr HA-1 genotipleri ise PCR-SSP yéntemiyle ticari kitler
kullanilarak yapild.

Bulgular: 59 hastada HH, RR, HR genotiplerinin sikliklari sirasi
ile %17, %25 ve %58 idi. Rejeksiyon/rejeksiyon atagi saptan-
masi ile mHA-1 uyumu agisindan anlamli bir fark saptanmadi
(p=0.73, Or=1.44, glven arali§i=0.36-5.74; Fischer’s Exact
Test). Kronik Allograft Nefropatisi (KAN) gelisimi ile mHA-1
uyumu agisindan anlamli bir fark saptanmad (p=0.61, Or=2.89,
gliven araligi=0.28-29.57; Fischer’s Exact Test).

Sonug¢: Yaptigimiz galismada canli dondrden bdbrek
nakillerinde rejeksiyon ile HA-1 uyumsuzlugu arasinda
anlamh bir fark saptayamadik.

Anahtar sézctikler: Transplantasyon; mindr histokompatibilite
antijenleri; rejeksiyon.

Objectives: The importance of the Human Leukocyte
Antigens (HLA) matching is well known in renal transplanta-
tion that is one of the best treatment options for end-stage
solid organ deficiency. Human Leukocyte Antigens match-
ing between recipient and donor has an influence on graft
survey after the renal transplantation. However alloge-
neic renal transplants between HLA identical siblings might
be ended with rejection. Minor histocompatibility antigen
(mHag) HA-1 is a nine-amino acid peptide encoded by a
diallelic gene on human chromosome 19. mHags have
low polymorphisms. Minor histocompatibility antigens are
likely to function as potantial risks for graft rejection of HLA-
matched solid organ transplantation. In our study, we aimed
to investigate the effect of minor HA-1 mismatch on kidney
transplant survey.

Patients and Methods: We examined the HA-1 locus
in living donor renal transplant patients (n=59) and their
donors. We used PCR-SSP for HA-1 typing.

Results: The frequencies of the three possible genotypes
HH, RR, HR were 17%, 25% and 58%, respectively, in recipi-
ents. No significant correlation was established between
the occurrence of rejection/rejection episodes and HA-1
matching (p=0.73, Or=1.44, Confidence intervals= 0.36-5.74;
Fischer's Exact Test). In addition, no significant carrelation
was established between CAN (chronic allograft nephropa-
thy) and mHA-1 matching (p=0.61, Or=2.89, Confidence
intervals=0.28-29.57; Fischer’s Exact Test).

Conclusion: We could not find relation between graft
survey and HA-1 match/mismatch in living donor kidney
transplantation.

Key words: Transplantation; minor histocompatibility antigens;
rejection.
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Son doénem bdobrek yetersizligi (SDBY) olan hastalar
i¢in hayat standartlarim arttiran bir tedavi yontemi olan
bobrek naklinde HLA uyumunun 6nemi bilinen bir ger-
cektir. Alic1 ve verici arasindaki Insan Lokosit Antijenleri
(Human Leukocyte Antigens, HLA) uyumunun, alloje-
nik bébrek transplantasyonu sonrasi graftin sagkalimi
tizerine Onemli bir etkisi vardir. Ancak HLA identik
kardesler aras: yapilan transplantlar da graft kaybr ile
sonlanabilmektedir.! Terasaki® yaptig1 calismada graft
hasarinin %38’inin non-HLA faktorlere, %18 inin HLA
faktorlerine ve %43’tintin ise non-immiinolojik fakttrle-
re bagli oldugunu gostermistir.

Minér histokompatibilite antijenleri (minér HLA
antijenleri, mHag) ilk kez Snell® tarafindan tanimlanmusg-
tir. Bu antijenler, Major Histokompatibilite Kompleksi
(MHC) molekiilinii kodlayan genler digindaki (otozo-
mal ve cinsiyet) genler tarafindan kodlanirlar. Min6r
HLA antijenleri seks bagimli (Y kromozomunda kod-
lanan, H-Y) ve diallelik otozomal kromozomlarca kod-
lanan polimorfik peptidlerdir. Proteozomlarda peptid
parcalarina dontiserek immiinolojik peptidler olarak,
antijen sunan hiicreler ile T lenfositlerine sunulurlar.”
Genetik siklig1 degisken olup, farkli genotipler birbirin-
den bagimsiz olarak Mendel kurallari ile gegerler.’>*!

Min6r HLA antijenleri HLA molekiilleriyle hiicre
ylizeyinde sunulurlar ve HLA Simf I simrli CD8+
veya HLA Siuf II siurli CD4+ hiicrelerce tanunirlar.
7101 Mindr histomompatibilite antijenlerinden HA-1
(mHA-1), 19. kromozom tizerindeki diallelik genlerce
kodlanan 9 aminoasitlik, immiinojenik ve diisiik poli-
morfizm gosteren bir peptiddir.”’! Minér histomompati-
bilite antijenlerinden HA-1 alloantijendir ve HLA Siruf
I ve Simif II molekiilleri tarafindan hiicre yiizeyinde
sunulur.™ HA-1 T hiicre epitopu, 504. pozisyonundaki
aminoasidin Histidin (HA-1H) veya Arginin (HA-
1R) olmasma gore 2 allel seklinde goézlenir. Minor
HA-1 alelleri HH, HR veya HR genotipleri olabilir.
Her iki allel de HLA-A2'ye baglanir. HA-1IR, HLA-
A2'nin hiicre ytizeyinde eksprese olmasini engellerken,
HA-1H hiicre yiizeyinde sunulur ve giiglit HLA-A2
sinirlt sitotoksik T lenfosit reaksiyonuna neden olur.
HA-1H allelinin immiinojenik o&zelligi bulunurken,
HA-1R antijeni immiinojenik degildir.>>13

Minér HLA antijenlerinin 6nemi ilk kez 1966 yilinda
kemik iligi transplantasyonu yapilan HLA uyumlu kar-
degslerde gosterilmistir.'¥ Daha sonraki ¢alismalarda ise
H-Y aracili immiin reaksiyonlar bildirilmigtir.!>1¢!

HLA-A2 pozitif kemik iligi alic1 ve vericisi arasin-
daki HA-1 uyumsuzlugu (alic HR/HH, donér RR ise)
nakil sonrasi erken dénemde akut Graft-versus-host
hastaligina (aGVHH) neden olur.”! Yapilan bir ¢aligma-
da konaga ait antijen sunan hiicrelerinin (ASH) goster-
digi antijenlere kars: olugsan T hiicre reaktivasyonunun
deri ve epitelyal dokularin hasarmma neden oldugu
bildirilmigtir.'¥ Minér HLA antijenlerince olusturulan
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alloimmiin cevap, graft rejeksiyonu ile sonuglanabilir.
Minér HLA antijenlerinin direkt veya indirekt tanin-
mast bobrek transplantasyonunda 6nemlidir. Bébrek
graft rejeksiyonunda, alict ASH’lerince sunulan (direkt
tanuma) veya donor yolcu ASH’lerince (indirekt tanima)
sunulan mHag'leri, HLA molekiillerinin taninmasiyla
mHag'lerin immiinojenik 6zelligi ortaya gikar. Yapilan
caligmada, HLA-A2 uyumlu alic1/ verici giftlerinde, bob-
rek allograft rejeksiyonunda HA-1 uyumsuzlugunun
etkisi gosterilmigtir."!

mHA-1 uyumsuz b&brek nakillerinde, yolcu 16kosit-
lerin fazlaligi, transplantasyon sonrasi erken doénemde,
donor spesifik sitotoksik ve proinflamatuar efektér T
hiicrelerinin aktivasyonunu saglar ve bébrek endote-
linin hasarmna neden olur Antijen sunumunun bu
indirekt yolunun, kronik allograft nefropatisinin (KAN)
belirlenmesinde 6nemli bir etken oldugu yapilan calis-
malarla gosterilmigtir.” Calismamizda bobrek trans-
plantasyonunda mHA-1 uyumu veya uyumsuzlugunun
transplant sonrasi graft sagkalimi ve KAN ile iligkisini,
hasta-donér arasindaki cinsiyet ve mHag farkliliklarinin
rejeksiyona etkisini aragtirmay1 amagladik.

HASTALAR VE YONTEMLER

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, ic
Hastaliklart Anabilim Dali, Nefroloji Bilim Dali tara-
findan SDBY tanist1 konmug 59 hasta (23 kadin, 36
erkek; ort. yas 32.1; dagilim 16-57) ve donoérleri (39
kadmn, 20 erkek; ort. yas 53.9; dagilim 33-73) calismaya
alinmigtir. Caligma grubuna almman hastalarin, canl
dondrden transplantasyonlar: 2001-2004 yillar: arasinda
ve transplantasyon oncesi cross-match testleri negatif
olarak belirlendikten sonra gergeklestirilmistir. Tki hasta
donorleri ile HLA uyumu agisindan tam uyumlu (full
match), diger hastalar ise donérleri ile en az bir haplotip
uyumlu idi.

Caligmaya alinan hastalar iki gruba ayrilarak deger-
lendirilmistir. Transplantasyon sonrasi1 dénemde klinik
olarak ve/veya biyopsi ile rejeksiyon atagi (Akut
Rejeksiyon Episodu, ARE) saptanan ya da kronik
rejeksiyon (KR) belirlenen grup “Rejeksiyon Grubu
(RG)” (n=10, %17), diger hastalar ise “Non-Rejeksiyon
Grubu (NRG)” (n=49, %83) olarak isimlendirilmis-
tir. Rejeksiyon tamisi klinik izlem, idrar miktarinda
azalma ya da serum kreatinin diizeyinde artis deger-
lendirilerek ve gerektiginde biyopsi ile dogrulanarak
konulmustur. Klinik olarak ARE tanis1 konulan hasta-
larin (n=6) ikisine allograft biyopsisi yapilmigtir. Akut
Rejeksiyon Episodu tanisi konulan hastalara, birbirini
izleyen {i¢ giin siiresince, giinlitk 500 mg dozunda
intravendz methylprednisolone tedavisi uygulanmustir.
Kronik rejeksiyon tanisi (n=4) ise biyopsi sonucunda
konulmustur. Banff siniflamasina gore bir hastada evre
4, bir hastada evre 1, bir hastada evre 1B ve diger has-
tada ise evre 3 olarak belirlenmistir. Calisma grubunu
olusturan hastalardan dordii (%6.8), transplante edilen
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Tablo 1. Calisma grubunun demografik bilgileri

Tablo 3. Calisma grubu sonuglar1

RG* NRG*

Hasta sayis1 10 49

Kadin 4 19

Erkek 6 30
HLA tam uyumlu hasta sayis1 0 2
HLA DR tam uyumlu hasta sayist 2 7
Cinsiyet uyumlu transplantasyon 4 27
Ortalama Klinik Izlem Siiresi (Ay) 66.8 (28-98) 78.9 (19-97)
Fonksiyone grafti ile 6len hasta says1 1 2
Graft kaybi gozlenen hasta sayist 2 2

* Rejeksiyon Grubu; ** Non-Rejeksiyon Grubu.

bobreklerini kronik allograft nefropatisi nedeniyle kay-
betmistir. Akut rejeksiyon episodu saptanan hastalarda
organ kaybi gézlenmemistir. Ug hasta ise, fonksiyonlar1
normal olan graftlar: ile diger medikal nedenlerden
dolay1 yagamini yitirmistir. Hastalar 01.03.2009 tarihine
kadar klinik gelisimleri agisindan izlenmigtir (Tablo 1).
Hastalara uygulanan immiinsupresif tedaviler arasin-
da anlamli bir farklilik gbzlenmemistir.

Tipleme Metodlar1

Hasta ve vericilerin DNA’lar1 periferik kanlarin-
dan izole edildi.?! Tiim hasta ve vericilerinin HLA
ve mHA-1 tiplendirmeleri, European Federation for
Immunogenetics (EFI) tarafindan akredite Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi. HLA-A, B,
DR doku tipleme testleri serolojik ve molekiiler yontem-
leri, HA-1 genotipleri ise molekiiler yéntem kullanilarak
belirlendi.[?>2

Minor Antijen Tiplemesi

Minor HA-1 tiplemesi icin polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PZR; Polymerase Chain Reaction Sequence Spesific
Primer, PCR-SSP) yontemi kullaruldi. Diziye 6zgil pri-
merleri igeren ticari kitler (One Lambda Inc, USA) ile
HA-1H ve HA-1R allelleri belirlendi (Tablo 2). Her bir
PZR reaksiyonu icin 100 ng genomik DNA kullanildi.
PZR amplifikasyonu igin test basina 2ul primer, 1ul
DNA, 7 pl D-mix, 0.5 ul Taq Polimeraz karigimi hazir-
land1. Dongti kosullary; 96°C’de 130 sn denattirasyon,
63°C’de 1 dk (1 dongii), 96°C’de 10 sn, 63°C’de 60 sn
(9 dongii), 96°C’de 10 sn, 59°C’de 50 sn (20 dongii)
ve 72°C’de 30 sn olarak uygulandi. Amplifiye edilen
PZR iirtinleri %2’lik agaroz-gel elektroforezinde analiz
edilip, ethidium bromid boyama sonrasi UV transil-
luminatorde goriintiilendi. Analiz sonucunda hasta
ve donorlerin HA-1 alelleri HH, HR veya HR olarak

Tablo 2. HA-1 PCR-SSP kitinin icerigi

RG (n=10)  NRG (n=49)
mHA uyumlu 6 25
HLA-A2 uyumlu 2 21
Cinsiyet uyumlu 4 27
mHA ve HLA-A2 uyumlu 2 9
mHA ve Cinsiyet uyumlu 3 13
mHA, HLA-A2 ve cinsiyet uyumlu 0 5

belirlendi. Istatistiksel analizler, Fisher’s exact test ve
Pearson chi-square testleri kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Calisma grubunu olusturan hasta ve dondrlerin
mHA, HLA-A2 ve cinsiyet uyumlar1 gruplar arasinda
degerlendirilmigtir. Calismaya alinan 59 hastanun HH,
RR, HR genotiplerinin sikliklar: sirast ile %17, %25 ve
%58, dondrlerin ise %17, %14 ve %69 olarak bulundu.
Hastalarin %53’ii (n=31) HA-1 agsindan dondrleri
ile uyumlu bulundu. Rejeksiyon grubunda 6 (%40),
Non-rejeksiyon grubunda ise 25 (%51) hasta donérleri
ile uyumlu idi ve mHA-1 uyumu ile gruplar arasinda
anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05). mHA ve HLA-
A2 uyumlu hasta-donor ciftleri ile gruplar arasinda,
ayrica mHA ve cinsiyet uyumlu transplantasyonlar
ile gruplar arasinda anlaml bir farklilik belirlenmedi
(p>0.05). Her ii¢ parametre agisindan uyumlu hasta
sayist NRG'da 5 iken, RG'da uyumlu hasta bulunma-
makta idi (p>0.05) (Tablo 3).

HA-1 uyumsuz hasta-donér ciftleri (n=28) genotip
ozelliklerine gore incelendiginde, rejeksiyonla iligkili
olmadig1 saptandi (p>0.05). HA-1 uyumusuz hasta-
donér iftlerinin genotip sonuglary; hasta HH-donér
HR/RR (n=8; 2 RG, 6 NRG), hasta RR-donér HH/HR
(n=3; 0 RG, 3 NRQG), hasta HR- donér HH/RR (n=17; 2
RG, 15 NRGQG) olarak bulundu.

Calisma grubunda yer alan 6 hastada (%10.1; 4 RG,
2 NRG) kronik allograft nefropatisi (KAN) ve bu has-
talarin doérdiinde ise graft kayb1 gozlendi. Graft kaybi
gozlenen hastalarin ikisi RG, diger ikisi ise NRG’da yer
almaktaydi. KAN saptanan hastalarin 5’inde (%83.3)
mHA uyumu bulundu ancak rejeksiyonla iligkili sonug
elde edilmedi (p>0.05). Rejeksiyon grubunda yer alan
10 hastanin 6’sinda ARE, dérdiinde ise KR saptanmuigti.
Rejeksiyon tipi ile mHA uyumu arasinda da anlaml
bir farklilik g6zlenmedi (p>0.05). Akut rejeksiyon epi-
sodu, kronik rejeksiyon ya da kronik allograft nefro-
patisi saptanan hastalarin mHA, HLA-A2 ve cinsiyet
uyumlar ile ilgili dékiimler Tablo 4’te verilmistir. Bu

Alleller 5" tanimlama bolgesi 3’ tanimlama bolgesi Biiytiklik
HA-1H (Histidin) 345ACACT349 500CTGCA504 190 bp
HA-IR (Arginin) 345ACACT349 500TTGCG504 190 bp
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Tablo 4. Rejeksiyon ve KAN saptanan hastalarin sonuglar1

Hasta Hasta Hasta-Donor Hasta-Donor Hasta-Donor Akut Kronik Kronik Allograft
No Grubu Cinsiyet Uyumu HLA-A2 uyumu mHag uyumu  Rejeksiyon Rejeksiyon  Nefropatisi (KAN)
1 RG Var Yok Var Yok Var Var
2 RG Var Yok Var Yok Var Var
3 RG Var Yok Var Yok Var Var
4 RG Var Yok Yok Yok Var Var
5 NRG Yok Var Var Yok Yok Var
6 NRG Yok Yok Var Yok Yok Var
7 RG Yok Var Var Var Yok Yok
8 RG Yok Yok Var Var Yok Yok
9 RG Yok Var Var Var Yok Yok
10 RG Yok Yok Yok Var Yok Yok
11 RG Yok Yok Yok Var Yok Yok
12 RG Yok Yok Yok Var Yok Yok

hastalarin 6zellikleri ile mHA uyumsuzlugu ve diger
parametrelerle birlikteligi arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05).

TARTISMA

Transplantasyonlarda HLA uyumunun énemi artik
bilinen bir gergektir. Fakat HLA identik nakiller sonrasi
hastalarin rejeksiyon episodlari sonucu graftlarini kay-
betmesi HLA antijenlerinin disinda baska immiinolojik
faktorlerin de etkili olabilecegini diistindiirmiigtiir”! Graft-
versus-host hastalif1 gelisimi tizerine mHAg uyumsuz-
lugunun etkisi en iyi, HLA tam uyumlu kardes ciftleriyle
yapilan caligmalarla anlagilmigtir.™ HA-1 lokusundaki
uyumsuzlugun, aGVHH gelisimi i¢in potansiyel bir risk
faktorii oldugu Goulmy ve ark.nin®! yaptig1 caligmalar-
da belirtilmis ve ayrica aGVHH’li hastalarin periferik
kanlarinda, HA-1 spesifik sitotoksik T lenfositlerinin
ytikseldigi de bildirilmistir.

Non-HLA immiinitesi, bébrek transplantasyonu son-
rast kronik graft kaybmna neden olur.? Minér HLA
antijenler, non-HLA etki i¢in aday immiinojenlerdir.
Hematopoetik kok hiicre transplantasyon caligmalarimn-
da mHag/lerin etkisi calisilmisken, bobrek transplantas-
yonunda mHag'lerin etkisi iizerine ¢aligmalar daha az
sayidadir.*230 HL A-identik kardeglerden yapilan bob-
rek nakiller ile HLA uyumsuz nakiller karsilagtirildigin-
da bagarmin daha iyi oldugu ve daha az immiinstipresif
ilaca ihtiya¢ duyuldugu gosterilmigtir.®"! Minér HLA
antijenlerinin bébrek transplantasyonundaki rolii tize-
rine farkli sonuglar bildirilen ¢alismalar sunulmustur.
Cai ve ark. [ graft tolerans: gelisen bobrek transplant
alicllarinda HA-1 igin spesifik CD8+ memory regiilator
ve efektor T hiicreleri tanimlamiglardir. Krishnan ve ark.
1 jse HA-1 uyumsuzlugu ile kronik bébrek rejeksiyonu
arasinda anlaml bir iligki saptamiglardir. HLA ve HA-1
uyumsuz bobrek nakillerinin KAN ile, HLA uyumlu
ancak HA-1 uyumsuz nakillerin ise grafta tolerans ile
sonuglandigini bildirmislerdir. Her iki calismada da ¢ali-
silan hasta sayisi, yaptigimiz ¢alismaya gore daha azdir
(sirast ile n=3, n=36). Heinold ve ark. ise Collaborative
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Transplant Study (CTS) verilerini ve birbirleri ile HLA
tam uyumlu ciftlerin DNA 6rneklerini kullanarak yap-
tiklar1 calismada, mHag uyumsuzlugunun etkisinin
transplantasyon sonrasi 5 yillik donemde goriilmedigini
ve 10 yillik graft survisi tizerine etkili olmayacagin bil-
dirmiglerdir. Bu ¢alismaya 159'u (%22.6) canli dondrden,
543’11 ise kadavra dondrden olmak iizere 702 hasta alin-
mugtir. Bu hastalarda HLA uyumunun tam olmasi nede-
niyle, mHA'nin rejeksiyon tizerine etkisi daha net olarak
incelenmistir. Yaptigimiz calismada ise HLA uyumu
agisindan en az bir haplotip uyumlu, canli donérden
transplantasyon yapilmig 59 hasta-donor cifti incelendi.
Sonuglarimiz Heinold ve ark.[*! tarafindan yapilan ¢alig-
ma ile uyumlu olarak bulunmustur.

Yapilan calismalarda bobrek transplantasyonunda
toleransin gelisiminde, HA-1 spesifik regiilator T hiicre-
lerinin indirekt rolii oldugu belirtilmistir. Ancak yaptigi-
miz ¢alismada rejeksiyon gelisimi ile HA-1 uyumsuzlu-
gu arasinda anlamli bir fark saptayamadik. Calismamiz,
canli donérden bobrek transplantasyonlarinda rejeksi-
yon gelisimi ile mHA antijenleri uyumsuzlugu arasinda-
ki iligkiyi, tilkemizde inceleyen ilk aragtirmadr.
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