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OZET

Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) olan hastalarda tercih edilen tedavi
yontemi bobrek naklidir. Altinct kromozomun kisa kolu lizerinde bulunan insan
l6kosit antijeninin (Human Leukocyte Antigen: HLA) temel gorevi antijeni T
lenfositlerine sunmak ve spesifik immiin cevabi baslatmaktir. HLA molekiillerinin
doku ve organ nakillerindeki 6neminin yani1 sira otoimmiin, viral, alerjik ve norolojik
kokenli hastaliklarla da iligkili oldugu ortaya c¢ikmigtir. Bobrek naklinde immiin
sisteminin ana hedefi, verici hiicrelerinin yiizeyinde yer alan HLA molekiilleridir.
Ayrica HLA’nin viral enfeksiyonlara karsi bagisiklik cevabinin olusmasinda rol
oynadigi bilinmektedir. BK virlis (BKV) enfeksiyonu bobrek nakli sonrast dnemli
problemlerden birisidir. Nakil sonrasi verilen immiinsiipresif tedaviler BKV gibi

firsatc1 enfeksiyonlara neden olmaktadir.

Calismanin amaci bobrek nakli olan hastalarda HLA ile BKV arasinda iliski

olup olmadiginin arastirilmasidir.

Calisma retrospektif olarak planlamis olup, ¢alisma grubundaki hastalara
nakil oncesinde HLA A, B, DR doku tipleme testi calisilmistir. Hastalara ait
EDTA’lh tam kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildi. Molekiiler olarak PCR
temelli olan SSO (Sequence Specific Oligonucleotides) ve / veya SSP (Sequence
Specific Priming) yontemi ile doku tipleme testleri ¢calisilmistir. Nakil sonrasinda ise
hastalara BK'V testi ¢aligildi. Hastalara ait idrar ve / veya plazma 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapildi. izole edilen &rneklerden Real-time PCR ydntemiyle kantitatif

olarak BKV testi ¢alisilmistir.

Sonuglar SPSS programi ile istatistiksel olarak analiz edildi. Yapilan
analizlere gore HLA B*13 allelinin BKV'ye kars1 koruyucu faktér, HLA DRB1*03
allelinin ise BKV'ye kars1 risk faktorii olabilecegi belirlendi. Analiz edilen diger

HLA alleleri ile BKV arasinda ise anlamli bir iligki belirlenemedi.

Smif I HLA molekiillerinin sitotoksik T hiicre yardimi ile viriislere karsi

etkili oldugu bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda HLA smif I molekiilleri igerisinde
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yer alan HLA B*13 allelinin BKV'ye kars1 koruyucu faktor olarak belirlenmesi bunu
desteklemektedir. HLA sinif II ise immiin sistemin sitokin salgilayarak yardimc1 olan
CD4" T hiicreleri ile iliskilidir ve hem immiin sistemi uyaran hem de baskilayabilen
bir rol oynar. Bizim ¢alismamizda HLA DRBI1*03 allelinin ise BKV’ye kars1 risk
faktorii olabilecegi belirlendi. Bu allelin immiin sistemi baskilayaci sitokin salgilayan

bir sitokin salinimiyla iliskili oldugu diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek nakli, Insan 16kosit antijenleri, HLA, BK viriis, BKV
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ABSTRACT

The best treatment modality in patients with end-stage renal disease (ESRD)
is renal transplantation. The main function of the human leukocyte antigen, located
on the short arm of the sixth chromosome, is to present antigens to T lymphocytes
and initiate the specific immune response. In addition to the importance of human
leukocyte antigen (HLA) molecules in tissue and organ transplants, autoimmune,
viral, allergic and neurological diseases have been found to be related. The main
target of the recipient immune system in renal transplantation is the HLA molecules
on the surface of donor cells. It is also known that HLA plays a role in the
development of an immune response to viral infections. BK virus (BKV) infection is
one of the major problems after kidney transplantation. Immunosuppressive therapies

after transplantation cause opportunistic infections such as BKV.

The aim of the study was to investigate whether there is a relationship

between HLA and BKYV in patients with renal transplantation.

The study was planned retrospectively and HLA A, B, and DR tissue typing
were studied before transplantation in the study group. DNA was isolated from
whole blood samples of EDTA patients. Tissue typing tests were performed by
Sequence-Specific Oligonucleotides (SSO) and / or Sequence-Specific Priming
(SSP) method based on PCR. After transplantation, patients were tested for BKV.
DNA was isolated from urine and / or plasma samples of patients. Isolated samples

were quantitatively evulated for BKV by the Real-time PCR method.

Results were analyzed statistically with SPSS program. According to the
analysis, it was determined that HLA B*13 allele was protective against BKV and
HLA DRB1*03 allele could be risk factor against BKV. No significant relationship
was found between the other HLA alleles analyzed and BK'V.

HLA class I molecules are known to be effective against viruses with the help
of cytotoxic T cells. In our study, HLA B*13 alleles within the HLA class I

molecules were identified as protective factors against BKV. HLA class II is
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associated with CD4" T cells that help secrete the cytokines of the immune system
and plays a role in stimulating and suppressing the immune system. Here, we
demonstrated that HLA DRB1*03 allele could be a risk factor against BKV. This
allele may be considered to be associated with a cytokine-secreting cytokine

secretion of the immune system.

Keywords: Kidney transplantation, Human leukocyte antigens, HLA, BK virus,
BKV
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1. GIRIS

Bobrek nakli, son donem bdbrek hastaligi olan hastalarda, diyalize kiyasla
hayatta kalma oranini1 ve yagsam kalitesini arttirdigr i¢in hala en iyi tedavi yontemi
olarak kabul edilmektedir (1). Cok sayida ¢alisma HLA uyumunu, bobrek naklinde
hasta sonuglarini iyilestirmek i¢in bir anahtar olarak belirlemistir. HLA antijenleri,
ABO kan grubu ile uyumlu organ naklinde konak¢i immiin sistem tarafindan
taninan birincil alloantijenlerdir (2). HLA uyumu tam olan kardeslerden yapilan
bobrek nakillerinin greft sag kalimimin HLA uyumu daha az olan akrabalara ya da
HLA uyumu eslesmis kadaverik vericilere kiyasla daha uzun siirdiigii kabul
edilmistir (3). Modern immiinsiipresif rejimlerle bobrek nakli sonrasi greft sag
kalimi iyilesmistir. Bununla birlikte yogunlastirilmis immiinsiipresif tedaviler,

BKYV gibi firsat¢1 enfeksiyonlarda artisa neden olmaktadir (4).

HLA, 6. kromozomun kisa kolunda yer alan, 3,6 milyon bp'lik bir genomik
bolge igerir (3). HLA, viral enfeksiyonlara karst olusan immiin yanitta 6nemlidir.
Viral peptidler, CD8" T hiicreleriyle iliskili olan HLA siif-I molekiilleriyle sunulur.
Bu sunum viriis spesifik hafiza T hiicrelerinin olusmasinda etkilidir. HLA simif-II
molekiilleri CD4" T hiicreleriyle iligkide olup efektdér T hiicre olusumunda etkilidir.
Efektdr T hiicreleri hem CD8" T hiicrelerinin daha etkin hale gelmesini saglar hem
de B hiicrelerini viriis spesifik antikor iiretimi igin uyarir. CD8" T hiicreleri birgok
virlis enfeksiyonuna karsi olusan immiin yanitta etkili olmasina ragmen CD4" T

hiicrelerinin de insan BK viriis enfeksiyonunda etkileri gosterilmistir (5).

BKV enfeksiyonu bobrek nakli sonrast 6nemli problemlerden biridir.
Polyomaviriis ailesinden olan BKV'ler, dairesel ¢ift iplikli DNA genomuna
sahip,zarfsiz, kiigiik (~45 nm) viriislerdir. Bu genom % 88 protein ve % 12 DNA
iceren yaklasik 5000 baz ciftinden olusur (6).

BKV enfeksiyonu genelde popiilasyonda yaygin olarak bulunur. BKV ile
birincil enfeksiyon BKV seroprevalansindaki artigin % 90 ve daha fazlasi ile yagamin
ilk 10 yilinda ortaya cikar (7). Birincil enfeksiyondan sonra, BKV bir latent faza
girer. BKV'nin latent faza girdigi en yaygin bolge bobrek tiibiiler epitelyal


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polyomavirus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/viral-envelope
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epithelium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epithelium

hiicrelerdir. Primer enfeksiyon genellikle asemptomatiktir. Asemptomatik virtiri,
hem saglikli hem de immiin sistemi baskilanmis hastalarda goriilmektedir (6). BKV

immiin sistemi baskilanmis konak¢ida yeniden aktiflesebilir (8).

Bu bilgilerin 15181 altinda yapmayi1 planladigimiz calisma retrospektif
yontemle bobrek nakli olan hastalarda HLA doku gruplar ile nakil sonrasi klinik

olarak siiphelenilip bakilan BKV reaktivasyonu arasindaki iligkinin arastirilmasidir.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/immunodeficiency

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Bobrek Hastalig:

Kronik Bobrek Hastaligi (KBH) bobrek yapisinda ve / veya islevinde kalict
degisiklerle seyreden, saglig1 bozan bir hastaliktir (9).

Bobrek Hastalig:  Kiiresel Sonuglarin  lyilestirilmesi(Kidney Disease
Improving Global Outcomes: KDIGO) tarafindan hazirlanan ve 2012 yilinda
yayinlanan “Kronik Bobrek Hastaliginda Kan Basinct Yonetimi igin KDIGO Klinik
Uygulama Kilavuzu” na gére KBH:

- Glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) azalma olsun veya olmasin,
bobrekte iic ay veya daha uzun siire devam eden yapisal veya

fonksiyonel anormallikler olmasi,

- Bobrek hasar1 olsun ya da olmasin ii¢ ay veya daha uzun siireyle

GFH<60 ml/dk/1.73 m? olarak tanmimlanmustir.

KDIGO'ya gore KBH'yi smiflandirmak i¢in GFH ve albiiminiiri kullanilir.
GFH bobrek bosaltim fonksiyonunun iyi bir belirleyicisidir ve albiiminiiri bobrek
bariyer disfonksiyonunun bir gostergesidir (glomertiler yaralanma) (Tablo: 2.1.- 2.2.)

(10).

Tablo 2.1.: 2012 yih KDIGO'ya gore kronik bobrek hastaliginda GFH siniflandirmasi

GFH EVRELERI  GFH (ml/dk/1.73 m?) TANIMLAR
Gl >90 Normal veya yiiksek
G2 60-89 Hafif azalmis
G3a 45-59 Hafif orta derecede azalmis
G3b 30-44 Orta siddetli derecede azalmis
G4 15-29 Siddetli azalmis
G5 <15 Bobrek Yetmezligi




Tablo 2.2.: 2012 yih KDIGO'ya gore kronik bobrek hastaliginda albiiminiiri simiflandirmasi

ALBUMINURI

EVRELERI AER (mg/giin) TANIMLAR
Al <30 Normal / yiiksek normal
A2 30-300 Yiiksek
A3 >300 Cok yiiksek

2.1.1. Kronik bobrek hastaligi belirtecleri

KBH'yi belirlemek icin kullanilan biyolojik belirtecler arasinda kreatin ve
sistatin C gibi filtrasyon belirtecleri; idrar tortu anormallikleri ve albliminiiri gibi

bobrek hasari belirtegleri bulunur.

Kreatin

GFH'nin bir gostergesi olarak kreatin kullanimi  1920'lere  kadar
uzanmaktadir. Kas yapisinda bulunan kreatin, enzimatik olmayan bozulma iiriinii
olan bir 113-Da aminoasit tiirevidir. Protein bagl degildir, bobrekte metabolize
edilmez ve glomeriil i¢inde serbestce siiziilir, bu da glomeriiler filtrasyonun

miikemmel bir gostergesidir.

Kreatin degeri GFH'nin hesaplanmasinda ve bdylece kronik bdbrek

hastaliginin evresinin belirlenmesinde kullanilir (Tablo: 2.3.)(10).



Tablo 2.3.: 2012 yih KDIGO'ya gore kronik bobrek hastaligimin evreleri

EVRE TANIMI GFH (ml/dk/1.73 m?)
1 Normal veya artmis GFH ile birlikte bobrek ~90
hasar1 -
’ Hafif GFH azalmasi ile birlikte bobrek 60-89
hasar1
3 Orta derecede bobrek yetmezligi 30-59
4 Siddetli bobrek yetmezligi 15-29
5 Son doénem bobrek yetmezligi <15
Sistatin C

Sistatin C, GFH’nin markir1 olan bir 13-kDa sistein proteaz inhibitoriidiir.
Sistatin C tiim c¢ekirdekli hiicreler tarafindan eksprese edilir ayrica hiicre disi
proteolizin kontrol edilmesi ve bagisiklik sisteminin modiilasyonu dahil olmak iizere
coklu biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Bobrek fonksiyonunun belirlenmesinde
glomeriillerdeki siiziilme onemlidir. Siiziilme sonrasi degrade olacag: tiibiillerden
emilir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, GFH’nin belirlenmesinde kreatin ve
sistatin C diizeylerinin birlikte degerlendirilmesinin kreatin bazli denklemlerden daha
istiin oldugu ve KBH icin dogrulayict bir test olarak yararli olabilecegini ileri

surmiuistiir.

Albiiminiiri

Proteiniiri uzun zamandan beri bobrek hasarinin bir sonucu olarak kabul
edilmistir. Uriner protein ve idrar albiiminin 6l¢iimii KBH icin tarama ve takipte
kullanilmaktadir. Glomeriil, gdzenek biiyiikliigii ve yiik seciciliginden dolay1
filtrelemeye kars1 bir bariyer gorevi goriirken, cogu filtrelenmis albiimin, proksimal
tiibiil icinde yeniden emilir. Bu nedenle, albiiminiirinin saptanmasi genellikle
filtrasyon bariyerindeki hasar1 gosterirken, ayni zamanda proksimal tiibiiler

disfonksiyonunun bir sonucu olabilecegi de bilinmelidir. Coklu c¢alismalar



albiiminiirinin genel popiilasyonda mortalite i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
gostermistir. Albliminiiri ayrica diyabetik ve diyabetik olmayan KBH'nin ilerlemesi

i¢cin bagimsiz bir risk faktoridiir.

Klinik c¢aligmalarda kabul edilebilir son nokta olmamasina ragmen,

albliminiiride azalma KBH'de yaygin olarak kabul edilen bir tedavi hedefidir (11).

2.1.2. Epidemiyoloji

KBH'nin tiim evrelerinin yayginligi diinyanin farkli bolgelerinde % 7-12
arasinda degismektedir (12). Yetiskinlerde G3 ve G5 evreleri arasinda KBH
yayginligt diinya genelinde degismekte olup, degerler Cin'de % 1,7 (13), Kanada'da
% 3,1 (14), Avustralya'da % 5,8 (15) ve Amerika Birlesik Devleti(ABD)'nde % 6,7
(16) olarak bildirilmistir. KBH'nin Avrupa'da yayginligi ise Almanya'da % 2,3 (17),
Finlandiya'da % 2,4 (18), Ispanya'da % 4,0 (18) ve Ingiltere'de % 5,2'dir (19). Bu
caligmalarin yillara gore dagilimi farklilik gostermektedir. Ulkemizde ise Tiirk
Nefroloji Dernegi (TND) tarafindan yapilan; Tiirkiye'de Kronik Bobrek Hastaligi
(Chronic Renal Disease in Turkey; CREDIT) calismasina gore genel yetiskin niifusta
tim evrelerde KBH orant % 15,7 olarak saptanmistir (20). Diisiik ve orta gelirli
tilkelerde KBH epidemiyolojisi, toplum temelli ¢alismalarin eksikligi, bobrek
fonksiyonunun tutarsiz degerlendirilmesi ve standartlastirilmamis veya kalibre
edilmemis yaklasimlar nedeniyle kotii karakterize edilir. Bununla birlikte,
Gilineydogu Asya'da, baz1 Latin Amerika iilkelerinde (Meksika gibi) ve Afrika'da
degerlendirildiginde, KBH yaygmligt % 10-16 olarak tahmin edilmektedir (21).
Ozellikle, yayginlik verilerinin ¢ogu, 2002 yilinda bildirilen ilk KBH siniflandirma
sistemi ile uyumlu olarak, albiiminiiri g6z Oniine alinmadan sadece GFH'ye

dayanmaktadir (9).

2.1.3. Risk faktorleri

KBH'ye bakildiginda 65 yasin iistiindeki insanlarda goriilmesi ¢ok yaygindir,
ancak KBH olan gen¢ insanlarda (<65 yas) SDBY'ye ilerleme olasiligi daha
yiiksektir. Ilgingtir ki, KBH yayginlig1 kadinlarda erkeklerden daha yiiksek olmasina

ragmen, erkeklerin SDBY'ye ilerlemesi daha olasidir.



KBH ile iligkili en yaygin altta yatan hastaliklar, 6zellikle yiiksek gelirli ve
orta gelirli iilkelerde diyabet ve hipertansiyondur (12). Diger altta yatan risk

faktorleri ise tablo: 2.4.'de tanimlanmuistir (9).



Tablo 2.4.: Kronik bébrek hastaligi baslangicr icin risk faktorleri

Kronik Bobrek Hastahi@1 Baslangicl icin Risk Faktorleri

Monogenik Bobrek
Hastalig

Nefrotoksinlere Uzun
Siireli Maruz Kalma *

Enfeksiyonlar ve Kronik
Inflamasyon *

Dogustan Gelen
Anormallikler
Dogumda Diisiik Nefron
Kaynagi
Diyabet*
Obezite *
Hipertansiyon *
Akut bobrek hasari
boliimleri *
Iklim
Obstriiktif Uropati
Malignite *

Otozomal dominant polikistik bobrek hastalig

Steroid direngli nefrotik sendroma neden olan podositopatiler

Fabry hastalig1
Alport sendromu
Atipik hemolitik-tiremik sendrom
Kanser tedavisi i¢in kemoterapi
Proton pompa inhibitdrleri
Steroid olmayan anti inflamatuar ilaglar (NSAID)
Antimikrobiyal ajanlar
Kontamine otlar ve bitkisel gidalar
Tarim kimyasallar1
Agir metaller
Isin tedavisi
HIV
Hepatit viriisii
Sitma
Bakteriyel enfeksiyonlar
Otoimmiin hastaliklar
Bobrek ve idrar yolunun dogustan gelenanomalileri
Veziko-iireteral reflii
Diisiik dogum agirlig1 nedeniyle
Fetal diizensizlik nedeniyle

Tip 1 veya Tip 2 Diabetes Mellitus

Koétiikontrollii arteriyel hipertansiyon

Asirt 1s1ya maruz kalma ve dehidrasyon

Multipl miyelom

*Arteriyel hipertansiyon, proteiniiri, obstriiktif {iropati, sigara kullanma, hiperhomosisteinemi ve
hiperiirisemi de dahil olmak {izere kronik bdbrek hastalig1 ilerlemesini etkileyen risk faktorlerini

gosterir.

Kronik bobrek hastaliginin patogenezine katkida bulunan diger nedenler (9):

- Prematiire ve diisiik dogum agirlig
- Kalitsal faktorler

- Sismanlik



- Gebelik

- Seker hastalig

- Akut bobrek hasari

- Yaslanma

- KBH'nin sistemik komplikasyonlar1
- Siv1 ve elektrolit anormallikleri
- Anemi

- Mineral kemik bozuklugu

- Hipertirisemi

- Arteriyel hipertansiyon

- Metabolik asidoz

- Dislipidemi

- Kardiyovaskiiler hastalik

- Endokrin disfonksiyonu
2.1.4. Oliim oram

Oliim oran1 (mortalite), azalan GFH ve artan albiiminiiri (22) ile artmakta
olup bobrek replasman tedavisi goren hastalarda en yiiksektir; diyalizde 5 yillik sag
kalim orani, hemodiyaliz (HD) ve periton diyalizi (PD) (23) arasinda benzer sag
kalim ile % 40-50'dir (24). Bobrek nakli olan hastalarda, 5 yillik sag kalim kadaverik
vericiden nakil yapildiysa % 85, canli vericiden nakil yapildiysa % 93'tlir. Diyalizde
olanlar i¢in yasam beklentisi (modalite), aynt yas ve ayni cinsiyette genel
popiilasyonun {igte biri kadardir; bobrek nakli olanlarda ise genel niifusun % 45-85'i

kadardir (24).

Ulkemizde tamami devlet tarafindan karsilanmakla birlikte, diinyada diyalizin
bobrek nakline gore daha yiiksek maliyetli olusu diinya ¢apinda kullanilabilirligini
kisitlamaktadir ve bobrek yetmezligi olan bir¢ok hasta tedavi edilmeden 6lmektedir.

2008 USRDS (United States Renal Data Systems) Yillik Veri Raporuna gore


https://www.usrds.org/adr.aspx

ABD'de Medicare 6demeleri kisi basina yilda hemodiyaliz i¢in 77.506 $, periton
diyalizi i¢in 57.639 $ve bobrek nakli igin 26.668 $§ olmustur (16).

Ulkemizde Cengiz Utas tarafindan 2008 yilinda yapilan analize gore
hemodiyalizin hasta basina yillik maliyeti 15.917 $, ilaglar dahil 24.242 §; periton
diyalizinin hasta basina yillik maliyeti ise 15.143 §, ilaglar dahil 18.418 $'dir (25).
Buna gore, ililkemizde diyaliz tedavilerinin yillik yaklasik maliyeti 1,5 milyar
dolardir. Buna hastaneye yatiglar, paket dis1 tetkikler ve diger ila¢ kullanimlar1 dahil
edilirse maliyetin ¢ok daha yiiksek olacag: asikardir. Bobrek nakli ilk 2 yil diyalize
es deger bir maliyete sahip olmakla beraber, ikinci yildan sonraki maliyeti yariya
diismektedir. Tedavi maliyetlerini azaltmanin bir diger yolu periton diyalizinin tegvik
edilmesidir. Cengiz Utas'in yaptig1 analiz, lilkemizde periton diyalizinin hasta basina
yillik maliyetinin hemodiyalizden 5.800 $ daha diisiik oldugunu gostermistir (25,
26).

2.1.5. Korunma

KBH olusmadan birincil onlemler belirlenir ve KBH olustuktan sonra
ilerlemesini yavagslatmak ikincil Onlemler (veya iliskili komorbiditeleri veya
komplikasyonlar1 ortadan kaldirmak) olarak diisiiniilebilir. Birincil korunma,
KBH'nin temel nedenlerini hedefler ve nefrotoksik ajanlara ve olaylara maruziyetin

hafifletilmesini icerir (9).

Bulasic1 hastaliklarin yiikiinii azaltmak KBH oranlarimi diisiirebilir, ancak
bulasic1 olmayan hastaliklara yonelik miidahaleler ile KBH prevalansini azaltma
arayisinda bir¢ok zorluk devam etmektedir. Ornegin, obezite ve iliskili tip 2 diabetes
mellitusun Onlenmesi kiiresel bir problemdir, ancak obezitede seker ve fruktoz
aliminin ve metabolizmanin merkezi roliiniin kesfedilmesi, birincil korunmada yer
almasini saglamis olup iyi bir 6rnektir. Gergekten de, daha 1yi glisemik kontrol ayni

zamanda KBH'yi ve ilerlemesini de 6nleyebilir (27).
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Diger diyet faktorleri, birincil korunma i¢in hedeflenecek degistirilebilir risk
faktorleri olabilir. Ornegin, hipertansiyonu olan hastalarda asir1 sodyum alimi, kan

basinci kontroliinii etkileyebilir ve belki de glomeriiler hiperfiltrasyonu arttirabilir.

Diyabette asir1 protein alimi, hiperfiltrasyona ve KBH'ye yatkinliga neden

olabilir.

Diisiik diyetsel asit yiikiine sahip vejeteryan diyetler, gézlemsel retrospektif
calismalarda daha diisiik KBH yiikii ile iliskilendirilmistir ve Onleyici stratejiler
olarak yararli olabilir (28).

Bununla birlikte, diyet kalitesi ve bilesimin KBH insidansi {izerindeki
etkisine iligkin gdézlemsel ¢aligmalar tutarsizdir (29-32). Biiyiik prospektif kohort
calismalari, “saglikli” diyet kaliplarinin daha az bobrek 6liimii ve daha diisitk SDBY
insidansi ile iliskili oldugunu 6ne siirmiistiir, ancak nedeni kanitlanmamistir (33).
Smirli kirmizi et tiiketimi ile artan sebze ve meyve alimi, kontrol kohort
caligmalarinda daha disiik KBH insidanst ile iliskilendirilmistir, ancak bu
calismalarin neden sonug¢ iliskisi tam olarak kanitlanamadigi igin sonuglar

tartismalidir (34).

Dikkat edilmesi gereken nokta, KBH'nin gelisimi ve ilerlemesiyle iliskili asit
baz homeostazisinin etkisi tizerinde olmustur (35). Bu ¢alismalar 6ncelikle, KBH'nin
onlenmesinden ziyade, yerlesik KBH'nin (SDBY'nin ikincil 6nlenmesi) ilerlemesi

tizerindeki metabolik asidozun zararli etkisini incelemistir (36).

Diisik dogum agirligindan kaynaklanan diisiik nefron donanimi, fetal
malniitrisyon ve / veya dismatiiritenin Onemi g6z Oniine alindiginda, fetal

malniitrisyon ve dismatiiritenin azaltilmasi ana amagtir (37).

2.1.6. Yonetim

KBH'yi yonetirken, ilerleyici nefron hasarini kontrol etmek, KBH ile iligkili

komplikasyonlar1 kontrol eden tek nefron hiperfiltrasyonunu normale dondiirmek ve
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bobrek replasman tedavisi i¢in hastayr hazirlamak da dahil olmak iizere bir¢ok

yonden g6z oniinde bulundurulmalidir.

Bunlarin 6ziinde, SDBY'ye ilerlemeyi azaltma ve bobrek sonuglarini1 optimize

etme cabasi olan “erken, daha iyi” ilkesi yatmaktadir.

2.1.7. Bobrek replasman tedavisi

Genellikle KBH'ye sahip olan hastalarin sayis1 tam olarak bilinmez, ancak
bobrek replasman tedavilerinin kullanimi hakkinda elde edilen veriler KBH

hastalarin sayisini tahmin etmek i¢in kullanilabilir (38).

Bobrek replasman tedavisinde ilk basamak diyalizdir, pre-emptive
transplantasyon ileri donemde planlanmaktadir (24). SDBY sathasina gelen hastalar,
hemodiyaliz, periton diyalizi ve bobrek naklini igeren renal replasman tedavilerinden
biriyle hayatlarin1 idame ettirebilmektedirler (39). Hemodiyaliz en yaygin yapilan
diyaliz tiiriidiir (24). Hemodiyaliz ve periton diyalizi, SDBY hastalarinda etkili bir
tedavi secenegi olmakla birlikte, bu tedavi segenekleri ile bobreklerin tiim islevleri
yerine getirilemedigi i¢in bdbrek nakli, bu hasta grubunda tercih edilmesi gereken

esas tedavi secenegini olusturmaktadir (39).

Bobrek nakli diger tedavi segenekleri ile karsilastirildiginda hem daha ucuz,
hem de hasta mortalite ve morbiditesi agisindan daha avantajlidir (39). Bobrek
naklinin beklenilen sayilara ulasamamasi nedenleri arasinda kiiltiirel tercihler, dini
inanislar, sosyo-ekonomik faktorler ve saglik altyapisi eksiklikleri (6rnegin cerrahi
eksiklikler, yeterli biyopsi yapilamamasi veya doku tipleme laboratuvarlarina ait

eksiklikler vb.) yer almaktadir (9).
T.C. Saghik Bakanligi ve Tiirk Nefroloji Dernegi 2016 yili ortak raporuna

gore Tiirkiye'de 2016 yilindaki hemodiyaliz, periton diyalizi ve bobrek nakli olan

hastalarin sayilari tablo 2.5.'te verilmistir (26).
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Tablo 2.5.: 2016 sonu itibariyle kronik hemodiyaliz/peritondiyalizi programinda veya

fonksiyonel greftle izlenmekte olan tiim hastalarin bobrek replasman tedavisi tipine gore

dagilim
n %
Hemodiyaliz 56.687 76.12
Periton diyalizi 3.508 4.71
Transplantasyon™* 14.280 19.17
Toplam 74.475 100.00

** Yaklasik say1

2.1.8. Bobrek replasman tedavisi hazirhgi

SDBY evresine ulasildiginda, genellikle smirli yasam siiresi olan yash
eriskinlerde konservatif tedavi alternatif bir segenek olmasina ragmen, bobrek
replasman tedavisi genellikle gereklidir. Se¢enekler hakkinda danigmanlik (b&brek
nakli, hemodiyaliz, periton diyalizi veya diyaliz yapilmamasi) nefrolog tarafindan
koordine edilmeli ve pratisyen hekimi i¢eren multidisipliner bir ekiple ¢aligmalidir.
Erken danismanlik onemlidir, bilingli hastalar bobrek yetmezligi ile karsilagsmaya
daha hazirliklidir. SDBY'nin ge¢ fark edilmesi, bobrek replasman tedavisi baglamasi
sirasinda saglik durumunun daha kotii olmasi, diyaliz bagladiktan sonra daha yiiksek

mortaliteye neden olmakta ve nakillere erisimi azaltmaktadir (40).

KDIGO, bobrek yetmezligi belirtileri veya bulgular belirdiginde diyaliz
baslangicini onerir (tipik olarak GFH 10-5 ml/dk/1,73 m® oldugunda). GFH<20
ml/dk/1.73 m* olan bireylerde ve 6-12 ay 6ncesine gore progresif KBH kanit1 olan

bireylerde canli verici bobrek nakli diisiiniilmelidir (10).

2.1.9. Hemodiyaliz ve periton diyalizi

Hemodiyaliz, kandan {iremik toksinleri temizlemek ic¢in pompalar,
membranlar ve diyalizatlar kullanilarak damar yolunda acilan girisler ile yapilirken
(41), periton diyalizi kandan iiremik toksinleri temizlemek i¢in bir degisim ara
yiizeyi olarak peritonal membran kullanir. Bunun i¢in, her giin drene edilebilen ve

diyalizat sivisin1 yeniden doldurmak i¢in kullanilan bir transkiitan6z kateter periton
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bosluguna implante edilir. Uremik kan ve taze diyalizat arasinda bir miktar dengeye
ulastiktan sonra, her birinin asir1 s1v1 ve iire toksik de dahil olmak iizere metabolik

atik tirtinleri tahliye etmesi beklenir.

Periton diyalizi ile baslanan hastalarda ilk 2 yilda daha i1yi baslangi¢ sonuglar1
ve rezidiiel bobrek fonksiyonun korunmasii gosterirken, hemodiyaliz hastalar1 ile

karsilastirildiginda, bu farklar 2 yil sonra normale doner (42).

2.2. Bobrek Nakli

Bobrek nakli, 5. evre kronik bobrek hastaligi olan hastalarin ¢cogu igin en iyi
renal replasman tedavisi tiirlidiir ¢iink{i hasta yasam kalitesini ve sag kalim oranini

tyilestirir ve uygun maliyetlidir (43).

Nakil icin hazirlhik asamasinda, bobrek nakli i¢in uygunluk, yas ve
komorbiditelere gore degerlendirilmelidir, ancak tamamlanmasi aylar siirebilir (44).
Kanser, kronik enfeksiyonlar, kardiyak veya periferik vaskiiler hastalik gibi

komorbiditeler ve tibbi uygunsuzluk riski bu siirecte dikkatle degerlendirilir.

Bekleme listelerinde her iilkenin kendi kurallarina gore bir puanlama ve
dagitim s6z konusudur. Organ paylasimmin daha kolay yapilabildigi Avrupa
ilkelerinde bekleme siiresi daha kisa olabilir. Ancak diger yerlerde bu siire uzadikca
sikintilar artmaktadir. Bu durumda canli verici adaylarinin degerlendirilmesi

giindeme gelebilir (9).

Uygunlugu test etmek i¢in, potansiyel bagiscilarin kan grubu ve HLA
uyumlulugu, GFH o6l¢iimleri, bobreklerin goriintiilenmesi ve iiriner sistem, kardiyak
testler ve tibbi Oykiiye baglh olarak diger testler de dahil olmak iizere kapsaml bir
saglik degerlendirmesi yapilmalidir. Bagistan sonra vericinin saglikli bir sekilde
yasamini siirdiirebilmesi ilgili tiim testlerin yapilip karar verilmesi gereklidir. Pre-
emtive nakil SDBY hastalarina cesitli faydalar saglayabilir, ancak 1iyi
degerlendirilmelidir (45).
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Nakledilen bobregin yart omrii <20 yildir ve bu hastalar yasamlar1 boyunca
KBH tedavileri igin potansiyel aday olurlar (46). Ornegin, tekrarlayan
glomeriilonefrit, greft sonucu tizerinde olumsuz bir etki yaratabilecek 6ngoriilemeyen

bir komplikasyondur (47).

2.2.1. Bobrek hakkinda genel bilgiler

Bobrekler bosaltim sisteminin bir parcast olup kani filtre eden bir sistem
olarak ¢aligmaktadir. Her iki bobrek karin arka duvarinda psoas kasinin dig yaninda
oblik pozisyonda ve retroperitoneal yerlesimlidir. Karaciger ile komsulugundan
dolay1 sag bobrek sol bobrege nazaran biraz asagidadir. Uzun ekseni boyunca
ortalama 12-14 cm boyunda olup ortalama agirligi 140-170 gr'dir. Bébrek uzun
ekseni boyunca kesildiginde dista korteks, ortada medulla ve igte kaliksler ile pelvis
goriilmektedir (48). Korteks ve medulla damarlar, sinirler, lenfler ve nefronlardan
olugmaktadir Bobrek dokusu en distan kalin ve dayanikli bir zar olan bdbrek kapsiilii
ile sarilidir. Ayrica bobreklerin etrafi retroperitoneal yag dokusu ile sarilmis olup bu
bobrekleri travmalardan korur. Korteks; bobregin en dis kisminda yerlesen ve daha
koyu renkli goriinen alandir. Burada glomeriil adi verilen kapiller yumaklar
yerlesmistir. Glomertiler kapillerler, Bowman kapsiilii denilen ve proksimal tiibiiliin
genislemis son kismu olan yapiya gomiilii halde olup, Bowman kapsiilii ve
glomeriiler kapiller kompleksine Malpighi cisimcigi adi verilmektedir. Her bir
bobrekte ortalama olarak 1 milyon adet glomeriil mevcuttur. Medulla ise 12-18 adet
piramid seklinde yapilar olarak goriiliir. Pyramis adi verilen bu yapilar 8-20 adet
mindr kalikse agilir. Pyramislerin minor kalikslere agildig1 yere papilla adi verilir.
Piramid seklindeki bu medulla alanlarinin arasina uzanan korteks kisimlarina Bertini
kolonlar1 denir. Medulla, esasen glomertillerin uzantisi olan tiibiillerden olusmustur
ve glomeriil bulunmaz. Medullanin kan dolasimi kortekse gore ¢ok daha zayif olup

iskemik hasara olduk¢a duyarlidir (49).

Bobrekler; yabanci maddelerin ve metabolik artiklarin atilmasi, su ve
elektrolit dengesinin diizenlenmesi, asit - baz dengesinin diizenlenmesi, arteriyel kan
basincinin diizenlenmesi, hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve atilmasi,

eritrosit yapiminin uyarilmasi gibi gorevleri gerceklestirirler (48).
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Bobrekler nefron adi verilen ve bobregin fonksiyonel en kiiciik tinitesi olarak
bilinen yapilardan olusur. Her bobrekte kabaca 1 milyon adet nefron bulunur.
Bobrekte 1ii¢ tip nefron vardir: Siiperfisiyal, midkortikal ve jugstaglomeriiler
nefronlar. Nefronlarin %80-85'inin glomeriilii korteksin orta ve dis katmanlarinda yer
alir. Bu nefronlarin henle kulplar1 daha kisadir. Nefronlarin %15 kadarinin glomeriilii
ise korteks-medulla birlesim yerine yakin yerlesmistir. Bu nefronlara jugstameduller
nefronlar denir ve bu nefronlarin henle kulplar1 daha uzundur. Nefronlar baslica iki
kisimdan olusur: Glomeriil ve tiibiiler sistem. Glomertil; afferent arteriol ile efferent
arteriol arasinda bulunan 6zellesmis bir kapiller yumaktir. Glomeriil, tiibiiler sistemin
baslangici olan ve Bowman kapsiilii denilen yapiya gomiilii haldedir. Bu yap1 bir
balona gomiilmiis bir topa benzetilebilir. Afferent arteriyol Bowman kapsiiliine
girdikten hemen sonra 3-5 adet dala ayrilir ve bu dallar glomeriiliin segmenter
yapisini temsil eder. Bu dallar da karmasik bir kapiller ag olan glomertilii olusturur.
Afferent arteriyoller daha glomeriilden ayrilmadan Bowman kapsiili i¢inde
birleserek efferent arteriyolu olusturur ve kisa bir siire bu sekilde seyrettikten sonra
Bowman kapsiiliinii terk eder. Afferent ve efferent arteriyol, duvarlarindaki diiz kas
hiicreleri sayesinde cesitli vazoaktif uyaranlara cevap vererek kasilma o6zelligi
gosterirler. Ayrica lokal myojenik mekanizmalarla 6zellikle afferent arteriyol

otonomik olarak kasilma yetenegine sahiptir (49).

2.2.2. Nefron kaybi

Nefronlar insanlarda gebeliklerinin 12 ila 36. haftalarinda tretilir (50). Bu
donemden sonra yeni nefronlar iiretilmez. Biliylime sirasinda, mevcut nefronlar artan
bobrek ihtiyacini karsilamak igin boyutsal olarak biiyiirler. Ayrica, GFH yasla
birlikte azalir. Her ne kadar nefronlar yapisal degisiklikler olmadan gecici olarak
GFH'yi artirarak filtrasyon yiikiindeki gecici artiglarla basa ¢ikabilse de, viicut
kiitlesindeki daha uzun veya kalic1 artislar (hamilelik ve ya obezite gibi) telafi edici
mekanizma olarak nefron hipertrofisini tesvik eder. Ornegin bobreklerden birinin
yaralanmasi veya bagislanmasi nedeniyle olusan nefron kaybi, kalan nefronlar
tizerinde ayn1 hipertrofik etkiye sahip olabilir. Agir bobrek hasar1 veya yaslanma ile

ilgili nefron kayiplar1 ve yaralanmalar, 6zellikle zayif nefron donanima ve / veya
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obeziteye sahip bireylerde, GFH’yi artirir ve kalan nefron kaybinin hizlanmasina

neden olur.

Nefron hipertrofisi, bozulmus glomeriiler filtrasyon ve fibrozis nefron kaybi

nedenleri arasindadir (9).

2.2.3. Bobrek naklinin tarihgesi

Insan hayatinda ¢ok dnemli yeri olan kan, insandan insana nakli konusunda
ilk ve en yogun olarak diisiinilen dokudur. Ilk belgelenmis insan kan
transfiizyonunun tarihi 22 Aralik 1818'dir. Ilk basarili kan transfiizyonu, ii¢ saat
boyunca Blundell'in asistanindan sekiz ons kan aldiktan sonra siddetli dogum sonrasi

kanamadan kurtulan bir kadind1 (51).

Bobrek nakli hayvandan ya da insandan insana denenmesine ragmen
rejeksiyon nedeni ile uzun yillar basarili olamamistir. Boston sehri bobrek nakli
gelisiminde énemli bir rol oynamustir. ilk uzun dénem basaril1 allograft bobrek nakli
1954 yilinda Boston’da tek yumurta ikizleri arasinda Murray, Harrison ve Merrill
tarafindan yapilmistir. Hasta nakil sonras1 8 y1l yasamini siirdiirmistiir. Cift yumurta
ikizleri arasindaki ilk basarili allograft bobrek nakli 1959 yilinda, kadaverik bir
vericiden ilk bagarili allograft bobrek nakli ise 1962 yilinda yapilmistir (52).

Tiirkiye'de organ nakli tarihinden soz acildiginda siiphesiz ki bu alanda oncii
bilim adamlarimiz Prof. Dr. Mehmet HABERAL ve ekibi biiyiikk farkla One
cikmaktadir. 3 Kasim 1975 tarihinde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Boliimii’'nde, Tirkiye'de ilk kez annesinden 12 yasindaki bir c¢ocuga,
akrabalar aras1 bobrek naklini gerceklestirdi. 10 Ekim 1978'de Avrupa
Trasplantasyon Birligi'nden (Eurotransplant) saglanan 6lii bobrek ile Tiirkiye'de ilk

defa kadavradan bobrek naklini gergeklestirdi (53).

2.2.4. Tiirkiye'de bobrek nakli

Ulkemizde yapilan bu basarili ilk organ naklinden sonra yine Prof. Dr.

Mehmet HABERAL onciiliigiinde 29.05.1979 tarihinde yiiriirliige giren 2238 sayili
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“Organ ve Doku Alinmasi, Saklanmasi ve Nakli Hakkinda Kanun” ile tilkemizde
organ naklinin hukuki altyapisi da hazirlanmig oldu. Daha sonra bu kanun temel
almarak 01.02.2012 tarihli ve 28191 sayili Resmi Gazetede “Organ ve Doku Nakli

Hizmetleri Yonetmeligi” yayimlandi.

Kadaverik organ nakillerinde beyin 6liimii gerceklesen kisilerin organlarinin
bagigslanmast 2238 Sayili “Organ Ve Doku Alinmasi, Saklanmasi, Asilanmasi Ve
Nakli Hakkindaki Kanun” ile diizenlenmistir. Burada yer alan Madde 14’e gore; Bir
kimse sagliginda viicudunun tamamini veya dokularini, tedavi, teshis ve bilimsel
amaglar i¢in biraktigin1 resmi veya yazili bir vasiyetle belirtmemis veya bu konudaki
istegini iki tanik huzurunda agiklamamis ise sirayla esi, resit cocuklari, ana veya
babas1 veya kardeslerinden birisinin; bunlar yoksa yaninda bulunan herhangi bir
yakininin muvafakatiyle 6liiden organ ve doku alinabilir. Aksine bir vasiyet ibraz
edilmedik¢e kornea gibi ceset lizerinde bir degisiklik yapmayan dokular alinabilir.
Olii, saghiginda kendisinden Sliimiinden sonra organ veya doku alinmasmna karsi

oldugunu belirtmigse organ ve doku alinamaz.

01.02.2012 tarihli ve 28191 sayili Resmi Gazetede “Organ ve Doku Nakli
Hizmetleri Yonetmeligi” ne gore organ ve doku nakli merkezlerine nakil amaciyla
basvuran hastalar icin nakil tlirlerine gore ilgili Bilimsel Damisma Kurulunun
onerileri dogrultusunda Bakanlik tarafindan hazirlanan formatlara uygun olarak hasta
bekleme listelerini olusturulmaktadir. Organ ve doku nakli merkezlerinin hasta
bekleme listelerini hazirlayarak Ulusal Koordinasyon Merkezi (UKM)’ne gonderir.
Hasta bekleme listelerinde yer alan ve belirtilen hastalara iliskin acil organ ve doku
taleplerini Bolge Koordinasyon Merkezi (BKM)’ne ve UKM'ye bildirirler. Hasta
bekleme listelerini siirekli giincellestirerek, yeni bagvurulari ve listeden ¢ikan

hastalar1 en fazla bir is giinii iginde UKM'ye bildirirler.

Aile puani sistemi ile beyin 6liimii tanist almis ve Ulusal Koordinasyon
Sistemine organ bagisinda bulunmus kisinin bekleme listesindeki esi ile ikinci
dereceye kadar olan (ikinci derece dahil) kan hisimlarina verilen ek puanla dncelik

saglanmaktadir.
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Canli vericiden organ naklinde, alicinin en az 2 yildan beri resmen birlikte
yasadig1 resmi nikdhli esi, dordiincli dereceye kadar kan ve kayin hisimlarindan
yapilabilmektedir. Yukarida belirtilen canli verici olabileceklerin disinda, canli
vericiden nakil yapilabilmesi i¢in; naklin yapilacagi sehirde olusturulacak bir
“Akraba Dis1 Canlidan Organ Nakli Karar Komisyonu”nun verici kisi ile alict kisi
arasinda, ilgili yonerge ve diger ilgili mevzuatta yasaklanmis herhangi bir hususun

bulunmadigini onaylamasi sonucunda yapilabilmektedir (54).

Transplantasyon, Diyaliz ve izlem Sistemleri (TDIS) web programi 1 Haziran
2016 tarihi itibari ile kullanicilarin hizmetine ac¢ilmistir. TODBS (Tiirkiye Organ ve
Doku Bagis Sistemi), TODS (Tiirkiye Organ ve Doku Nakli Sistemi), YOBIS
(Yogun Bakim Bilgi Sistemi), DYOB (Diyaliz Bilgi Sistemi), KIBS (Kemik Iligi
Bilgi Sistemi) olarak, Organ Doku Nakli ve Diyaliz Hizmetleri Daire Bagkanligi
tarafindan daha onceden vyiiriirliige konmus bes ayr1 sistem, TDIS sisteminde ana
sistem olarak yerini almistir (55). Ulkemizde Saglik Bakanlig1 verilerine gore TDIS'e
(T.C. Saglik Bakanligi Transplantasyon, Diyaliz ve izlem Sistemleri) kayitli 2008-
2018 yillar1 arasinda 19.199 bobrek nakli canli vericiden, 5.716 bobrek nakli
kadaverik vericiden yapilmistir. 1994-2018 yillar1 arasinda toplam 9 bolge
koordinasyon merkezine kayith 22.484 kisi bekleme listesinde bulunmaktadir (56,
57).
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Grafik 2.1.: Yillara gore yapilan canh ve kadaverik nakillerin dagilim

2.2.5. Bobrek naklinde alic1 ve verici se¢cimi

Nakilde alic1 verici arasinda doku uyumu ne kadar fazla olursa nakil sonrasi
erken donemde akut rejeksiyonlar ve ge¢ donemde kronik rejeksiyon gelisme
thtimali o kadar diisiik olmakta ve hasta nakledilen bobrek ile daha uzun ve konforlu
bir yasam siirdiirmektedir (58). Birden fazla verici adayr oldugu durumlarda diger

Olciitler esit diizeydeyse uyumun en fazla olaninin secilmesi basariy artiracaktir (59).

Nakil oncesi immiinolojik degerlendirme kapsaminda HLA doku grubu
tiplemesi, ABO kan grubu uyumu, Panel Reaktif Antikor (PRA) testi ve Lenfosit
Capraz Karsilastirma (Lymphocyte Cross Match: LCM) testi giinlimiizde rutin
uygulamada olan ¢aligmalardir (59).

2.3.  Insan Lokosit Antijenleri

Bagisiklik sisteminin kendinden olan1 ve olmayani tanimasi i¢in gerekli olan
“doku antijenleri” ni kodlayan gen bdlgesi, Biiylik Doku Uyum Kompleksi (Major
Histocompatibility Complex: MHC) olarak adlandirilir (60). 1930'arda farelerde ilk
bliyiik doku uyum antijeni tanimlandi fakat Dausset'in HLA-A2'yi tanimladigi 1952
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yilina kadar insanda MHC kesfedilmedi (3). ilk olarak kemirgenlerde tanimlanan bu
bolgenin insandaki karsiligi, 6 kromozomun kisa kolunda (6p21) yerlesmis olup (3,
60); ilk olarak beyaz kan hiicrelerinde gosterilen bu genler, HLA bdolgesi olarak da
adlandirilir. Cok sayida genin yer aldig1 yaklasik 4000 kilobaz (kb) biiytikliglindeki
bu bolgede immiin yanitla ilgisi tanimlanamamig bazi genler de yer alir (60).
Fonksiyonu tanimlanmis genlerin yiizde 0,6'sin1 olusturan bu genler ayn1 zamanda

tiim insan genomunun binde 1'ini meydana getirirler (61).

HLA sisteminin nomenklatiirii Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin denetiminde
HLA nomenklatiir komitesi tarafindan diizenlenmektedir. Ocak 2019 itibariyle son
bildirilen allel sayist HLA smif I i¢in 15.586, HLA smif II i¢in 5.913 olmak tizere
toplam 21.499'dur (62).

Ulkemizde HLA frekansinin belirlenmesi igin bélgesel ¢aligmalar
yapilmaktadir. 2010-2015 yillar1 arasinda Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgesini
kapsayan HLA allel frekanslarinin belirlenmesi i¢in yaptigimiz ¢alisma sonuglarina

gore en sik goriilen alleller tablo 2.5.'te belirtilmistir (63).

Tablo 2.6.: HLA allel frekanslar:

Allel n %o
A*01 831 17,7
A*02 1587 33,7
A*03 1068 22,7
A*24 1277 27,1
B*18 507 10,8
B*35 1475 31,3
B*44 604 12,8
B*51 1108 23,5
DRB1*01 1403 29,8
DRB1*04 1382 29.4
DRB1*11 2171 46,1
DRB1*15 1027 21,8

HLA molekilleri HLA smf-I, HLA smif-II ve HLA smuf-III olmak tizere 3
grupta incelenmektedir. HLA sinif-I'de HLA -A, -B, -C gibi klasik; -E, -F, -G gibi
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non klasik molekiiller olup -H, -X ise pseudo melekiiller olarak kodlanir. HLA -A, -
B, -C molekiilleri antijen sunumu gorevini tistlenmistir. HLA-G immiin modiilator
rol oynayan bir molekiil olup o6zellikle gebelikle iliskilendirilmistir. Digerlerinin
gorevleri ise tam olarak aciklanamamistir. HLA sinif-II'de nakillerde daha 6nemli rol
oynayan ve antijen sunum gorevini iistlenen HLA -DQ, -DR, -DP, ve -DM, TAP
molekiillerini kodlayan genler bulunur. TAP 1, TAP2 ve DM tarafindan kodlanan
molekiiller, antijen islenmesi ve sunuma hazirlanmasinda gorev yaparlar. HLA sinif-
IIT'te ise immiin sistemin savunma mekanizmalarinin en O6nemli pargasi olan
inflamasyonda yer alan tiimor nekroz faktorii (TNF), kompleman 2 ve kompleman 4
(C2, C4), lenfotoksin (LT) ve 1s1 sok proteini-70 kodlanir. HLA, organizmanin en
polimorfik genlerinin bulundugu bolgedir (63,64). Nokta mutasyonlari, parca
degisimleri gibi yontemlerle HLA genlerinde siirekli yeni polimorfizmler meydana
gelmektedir. Polimorfik noktalar hangi HLA molekiillerinin hangi peptidleri
baglayacagimi belirledigi i¢in fazla sayida allelin bulunmasi popiilasyonda belirli
antijenleri sunabilen bireylerin varligint meydana getirir. HLA sinif-III lokusu da
smif I ve sinif II gibi yliksek polimorfizme sahip genlerden meydana gelir. HLA'nin
diger bir 6zelligi ise ko-dominant olarak eksprese edilmeleridir. HLA molekiilleri
kodlanirken anne ve babadan gegen genlerin hepsi kodlama islemine katilir. Bu
sayede fenotipik olarak ebeveynlerden gecen genler o kiside iiretilir ve iligkili
molekiiller eksprese olur (65). HLA genlerinde fazla miktarda farkli allel olmasinin
ve bunlarin oldukca polimorfik yapida olmalar1 ve es agirlikli olarak hiicre yiizeyinde
taginmalar1 sonucunda HLA molekiil ¢esitliligi artmaktadir. Bu yolla immiinolojik
acidan farkli bireylerin olusmasi saglanmistir (64). Sekil 2.3.'te HLA'nin yapisi
verilmistir (61).
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Sekil 2.1.: HLA'nin yapisi

HLA smf-1 antijenleri, ¢ekirdekli hiicrelerin hepsinin yiizeyinde eksprese
edilirlerken smif-II antijenler ise dendritik hiicreler, aktive makrofajlar ve B
lenfositler gibi, antijen sunucu hiicrelerin ylizeyinde eksprese edilirler. HLA
molekiillerinin gorevi antijenik peptidlerin T lenfositlere sunulmasidir ve doku

tipinin belirlenmesidir (66).

2.3.1. HLA A, B ve C antijenlerinin yapisi

Smuif-I HLA molekiilleri a ve B2 mikroglobulin zincirinden olusur. Bunlar
birbirlerine kovalen olmayan baglarla baghdir. Polimorfik o6zellik gosteren o
zinciridir. Sabit zincir olan B2 mikroglobulin polimorfik 6zellik gostermez ve HLA
disinda bir bolgede bulunan genler tarafindan kodlanir. 2 mikroglobulin biitiin HLA
sinif-I molekiillerinde aynidir. o zinciri al, a2 ve a3 olmak lizere li¢ yerde kivrim
yapar. ol ve o2 kivrimlarinin ug¢ kisimlari, polimorfik olan bélgelerdir. Bu iki
kivrimin arasinda olusan oluga yalmizca 8-11 aminoasitten olusan kii¢iik peptid
yapidaki antijen baglanabilir. Daha biiylikk peptidler baglanamaz. o3 kivrimi
polimorfik olmayan bdlgedir. Bu bolge HLA molekiiliiniin T hiicre ko-
reseptorlerinden birisi olan CD8’e baglanma bolgesidir. HLA sinif-I molekiiliiniin o

zinciri hiicre ylizeyine baglhidir, hiicre icerisinde ise kiiclik bir uzantis1 vardir. 2
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mikroglobulin zinciri membrana dogrudan baglantili degildir. 2 mikroglobulin, o
zinciri ile kovalen olmayan baglarla baglanir. Bu sayede HLA ile oluga yerlesmis
olan antijenin baglantisini gili¢lendirir. Bir insanda ebeveynlerden gegen 6 tane farkl
HLA smif-I molekiilii bulunur. HLA Sinif-I molekiillerinin goérevi sitoplazma iginde
yer alan yabanci antijenleri CD8" sitotoksik T hiicrelerine sunmaktir. Bu antijenler
genellikle virlisler ve timor antijenleridir. Hiicre i¢inde sitoplazmada antijen iceren
bu hiicreler Antijen Sunan Hiicreler (Antigen Presenting Cells: APC) tarafindan
fagositozla alinip islenir ve yilizeylerinde bulunan HLA simf-I, -II molekiilleri
aracilifiyla lenf bezlerindeki antijenle hi¢ karsilagmamig T hiicrelerine sunulur. Bu
sunum sirasinda antijene dzgiin CD8" sitotoksik T hiicre klonu sayica artar ve aktive
olur.CD4" yardimci T hiicre klonu da bu sunum sirasinda daha diisiik seviyede sayica
artar ve aktive olur. Bu mekanizma ¢apraz sunum i¢in en iyi 0rnektir. Daha sonraki
asamada ise aktive olmus CDS8" sitotoksik T hiicreleri, antijenin bulundugu bolgeye
gelir. CD8+ T hiicreleri sitoplazmalarinda bulundurduklari perforin ve granzim

etkisiyle HLA simif-I molekiilleri ile antijen sunan hiicreyi oldiirtirler (64).

Peptit baglama Peptit
’ olugu N /

B2-

microglobiilin Transmembran

bolgesi

Disulfitbagt -----

Ig domain : ’

e.
Copyright @ 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Eisevier Inc.

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7

Sekil 2.2.: Simif I HLA yapis1
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2.3.2. HLA DP, DQ ve DR antijenlerinin yapisi

HLA smif-II polimorfik bir a (32-34 kD) ve polimorfik bir  (29-32kD)
zincirden olusur. Bunlar birbirlerine sinif I molekiillerinde oldugu gibi kovalaen
olmayan baglarla baglanmistir. Bu zincirlerin her biri al, Bl ve a2, 2 olacak sekilde
iki bolgede kivrim yapar. al ve B1 kivrimlarmin ug bolgeleri polimorfik bolgelerdir
ve bunlarin arasinda olusan oluga antijen baglanir. Antijen baglanma yarigi, HLA
simif-I molekiiliine gore daha esnektir. Bu nedenle 10-30 rezidiiden olusan daha
biiyiik peptitler bu yariga yerlesebilir. 02 kivrimi HLA ile antijenin baglantisini
giiclendirir ve sabitler. B2 kivrimi ise HLA molekiiliiniin T hiicre es-reseptdrii olan
CD4’e baglanma bolgesidir. HLA smuif-II molekiillerinin gorevi fagositozla hiicre
icine alman mikroorganizmalar isleyip, antijenleri CD4" yardimeci T hiicrelerine
sunmaktir. Baglangicta, viicuda giren bakterilerle karsilasan ve onlar1 fagosite eden
APC’ler antijeni isleyip yiizeylerindeki HLA simif-II molekdilleri ile komsu lenf
bezinde bulunan antijenle hi¢ karsilasmamis olan CD4" yardimci T hiicrelerine
sunarlar. Sayica artan ve aktive olan yardimci T hiicre klonu ise efektor
fonksiyonunu gergeklestirmek iizere antijenin bulundugu bdlgeye gider ve ayni
antijeni HLA simif-II molekiilleri araciligi ile eksprese eden makrofajlar ve B
hiicrelerine sitokin salgilayarak yardimda bulunur. Antijeni sunan hiicre makrofaj ise
CD4" yardimci T hiicresi, antijeni fagositozunu arttirarak daha etkin bir hale getirir,

B hiicresini ise salgiladig1 sitokinlerle antikor iiretmesi yoniinde uyarir (63,64).
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Sekil 2.3.: Simif I HLA yapisi
2.3.3. Nakilde HLA’nin énemi

Transplantasyonda HLA A, B, DR antijenlerindeki uyumun Onemini
kanitlayan pek ¢ok calisma vardir. HLA C ve HLA DQ i¢in de benzer yaymnlar
bulunsa da bu iki grubun sirasi ile B ve DR antijenleri ile gosterdikleri birliktelikler
(linkeage disequlibrium) objektif bir degerlendirmeyi giiglestirmektedir. Bobrek
nakillerinde graft yasaminda HLA DR uyumunun HLA B ve A uyumundan daha
belirleyicidir. Organ/doku nakli planlanan alici-vericiler icin HLA A, B ve DR lokus
allellerinin tiplendirilmesi gerekir. HLA C, DQ ve / veya DP i¢in yapilan tiplendirme
bazi durumlarda yardimci olsa da zorunlu degildir. Adi gecen antijen/allellerin

tiplendirilmesi mutlaka ruhsatlandirilmis laboratuvarlarda yapilmalidir (60).

2.3.4. HLA tiplemesinde kullanilan yontemler

Solid organ nakli i¢in antijen seviyesinde HLA tiplemesi yapilir. Hastalar,
belirli bir HLA lokusunda sadece belirli allellere antikor olusturabileceginden, kesin
HLA allelinin tanimlanmasi gereklidir. Molekiiler tipleme, alicinin sahip oldugu
antikorlarma kars1 spesifik allelleri olan vericilerin nakil i¢in goz ardi edilmesini

saglayabilir (67).
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Sekansa 0zgii primer yontemiyle HLA tiplemesi

Sekansa 6zgii primer (Sequence Specific Priming: SSP) bazli tiplemede
yalnizca siirlt sayida alleli cogaltan primerleri kullanir. SSP ile HLA tiplemesi ilk
olarak HLA-DR lokusunu belirlemek i¢in kullanilmistir, daha sonra geriye kalan
HLA smif-I ve smif-II lokuslarini belirlemek icinse hizli bir sekilde ilerlemeler
kaydedilmigtir. Sadece spesifik HLA allel dizileri veya 3’ ucundaki bir kalip HLA
allelini tamamlayic1 primerler kullanilir; belirlenen amplifikasyon kosullari altinda,
bir DNA uyusmazligi varsa bunlar Taq polimeraz kullanilarak uzatilmaz.SSP
testlerinde, hazirlanan primer setleri plaklar halinde kullanilmak iizere planlanmstir.
DNA, hasta numunesinden izole edilir, bir tampon, niikleotitler (dNTP'ler) ve
polimeraz karigtmina eklenir ve SSP plaklarina ekilir. Reaksiyonun uygun sekilde
gerceklestigini gérmek icin internal kontrol primerleri, primer setinde mevcuttur.
Amplifikasyon i¢cin SSP plagi PCR’a konur. Daha sonra, amplifikasyon {iriiniiniin
varligint tanimlamak icin jel elektroforezi yapilir. Jel sisteminde akima bagh
ilerleyen DNA iirlinlerinin DNA Size Marker’a gére uzunlugu saptanir ve dogru
uzunlukta olup olmadig: kitapgikta yada software programinda degerlendirilir. Daha
sonra DNA firtinlerinin degerlendirilmesi yapilarak HLA doku tipi belirlenir. Belirli
alleller i¢in ticari olarak hazirlanmis ¢ok sayida SSP plak mevcuttur. Uygun olmayan
test kosullar1 spesifik olmayan primer baglanmasina veya spesifik baglanma
eksikligine neden olabileceginden, SSP testi, test kosullarindaki degisikliklerin neden
oldugu hatalara kars1 daha duyarli olma egilimindedir (68).

Sekansa ozgii oligoniikleotityontemiyle HLA tiplemesi

Sekansa 0zgii oligoniikleotit (Sequence Specific Oligonucleotides: SSO)
yonteminde sinirlt sayida bilinen HLA alleline tamamlayici kisa problar (yaklagik 20
niikleotid uzunlugunda) kullanilir (68). Genel olarak PCR amplifikasyonunu,
hibridizasyonu, streptavidin-pikoeritrin (SA-PE) reaksiyonunu ve analitlerin
Olclimiinli iceren Luminex metodu ile HLA genotiplemesi yapilir. Amplifikasyon
asamasinda hedef DNA, HLA genlerinin bazi sekanslarina oldukga spesifik olan 5'-
biotin isaretli primerleri kullanarak PCR ile ¢ogaltilir. Hedef DNA, spesifik SSO

problariyla muamele edilmis floresan isaretli boncuklarla ¢ogaltilir ve inkiibe edilir.
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Hibridizasyon asamasinda 95 °C'de denatiire edildikten sonra, ¢ogaltilmig DNA
mikro boncuklara bagli tamamlayict DNA problarina hibridize olur (69). Hedef
DNA, prob dizisine tamamlayiciysa, boncuklara baglanir (68). SA-PE reaksiyonu
sirasinda ise, oligo boncuklar iizerindeki hibritlestirilmis PCR f{iriinii, SA-PE ile
isaretlenir. (69). Luminex cihazi, biotin isaretli PCR {iriinii ile hibritlenen her
kodlanmis oligo boncuk {izerindeki PE'nin floresan yogunlugunu tanimlar (69). SSO
testinin en yaygin kullanimi, akis sitometri boncuk yontemidir (68). SSO yonteminde
kullanilan Luminex cihazi bu yontem baz alinarak tasarlanmistir. XMAP
teknolojisinin temel bileseni olarak oligoniikleotit baglanma problar ile isaretlemek
icin yaklasik 5.5 um c¢apinda farkli polistiren renk kodlu mikro boncuk setleri
kullanilir. Her bir boncuk seti, boncuklar icine gdmiilmiis iki farkli floresan boya
(kirmiz1 ve kizilGtesi) oraniyla iiretici tarafindan renklendirilmis ve kodlanmistir. Her
bir florokromun konsantrasyonlarini ayarlayarak, Luminex 100 akis sitometresinde
100 farkli floresan etiketli mikro boncuk kodlanabilir ve tanimlanabilir. Luminex 100
tizerinde bulunan ¢ift lazerlerden biri, boncuklarin i¢ine yerlestirilmis i¢ boyalar
uyarir ve i¢ boyalarin 6nceden belirlenmis oranini belirleyerek floresan mikro

boncuklarin tam kod numarasini belirler. Bu sekilde HLA tiplemesi yapilir (69).

Bu yontem ¢esitli nedenlerden dolayr avantajlidir. Cok sayida ticari kit
mevcuttur. Geri doniis stireleri, sekansa dayali testlerle karsilastirildiginda nispeten
kisadir. SSO tek seferde ¢ok sayida hastanin HLA doku tipini test etmek ig¢in
kullanilir. Onceki SSO kitleri sadece diisiik ¢oziiniirliiklii tipleme saglasa da,
giinimiizde yiizlerce prob iceren kitler mevcuttur. Bunlar, orta veya yiiksek

¢oziintirliiklii HLA doku tiplemesini giivenilir bir sekilde belirleyebilir(68).

2.4. Anti-HLA Antikorlar:

Anti-HLA verici reaktivitesi, bobrek nakil sonucunu etkileyen bir faktordiir
(70). Allograft reddinde antikorlarin varlig kritik bir rol oynamaktadir ve humoral
rejeksiyonun ana nedeni olarak kabul edilmektedir (71). Hastanin kan transfiizyonu,
gebelik veya organ naklinden kaynaklanan "kendine ait olmayan" HLA
molekiillerine maruz kalmasi, anti-HLA antikorlarinin gelisimine yol agabilir ve

bobrek transpantasyonunda dnemli immiinolojik engeller olusturur. Bu sebeple nakil
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icin bekleyen hastalar, anti-HLA antikorlarinin varlig1 ve 6zgiilligli agisindan test
edilmektedir (72, 73). Dondr spesifik antikorlar (DSA) vericinin HLA yapisina kars1
olusmus antikorlardir. DSA'lar nakil 6ncesi goriilebildikleri gibi nakil sonrasinda
yabanci grefte karst olusan ve “de novo” yani sonradan olusan DSA olarak da
saptanabilirler (74). Dondre spesifik anti-HLA antikorlarinin nakil sonrasi iiretimi,
aktif bir bagisiklik tepkisinin gdstergesidir ve bu nedenle organin reddedilme

riskinin artmasina neden olur (75).

2.4.1. Anti-HLA antikorlar1 saptama yontemleri

Organ reddi oranin1 azaltmak ve sag kalimi artirmak i¢in anti-HLA
antikorlarmin saptanmasi ic¢in su anda birkag¢ teknik kullanilmaktadir: Kompleman
bagimli sitotoksisite (Complement Dependent Cytotoxicity : CDC) testi, enzim bagl
immiinosorbent testi (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)ve boncuk

bazli analizler (Luminex ve FlowPRA)(70).

CDC testi, uzun yillardir anti-HLA antikor tespiti i¢in altin standart bir teknik
olmustur (76). Son yillarda, ELISA testi ve HLA antijen kapli boncuk (Luminex)
yontemleri gibi yeni kat1 faz teknikleri, anti-HLA antikorlarinin organ reddindeki
rolliniin daha iyi anlasilmasinmi sagladi (77, 78). Daha hassas ve spesifik kati-faz
yaklasimlarinin gelistirilmesi, anti-HLA antikorlarinin tespitinde tamamen devrim
yaratti. Ancak, bu tekniklerle tanimlanan anti-HLA antikorlarinin klinik 6nemi heniiz
tam olarak anlasilmamigtir (79). Kat1 faz teknolojisinin, anti-HLA antikorlarimi
saptamak i¢in CDC’den daha hassas ve spesifik oldugu ve Luminex yaklasiminin

ELISA’dan kesinlikle daha duyarli oldugu iyi bilinmektedir (78).

Gilinlimiizde, anti-HLA antikor tespiti i¢in en c¢ok kullanilan yontem,

Luminex teknolojisine sahip floresan boncuklara dayanmaktadir (70).

Boncuk bazh analizler (Luminex teknolojisi)

Luminex teknolojisi, akisa dayali bir boncuk analizinden olusan anti-HLA'ya

Ozgl antikor tespiti i¢in yiiksek verimli bir platformdur (78). Antikor taramasi,
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spesifik veya farklt HLA molekiilleri ile kaplanmis, farkli florokromlar1 igeren bir
dizi polisitren mikrokiiresi ile gerceklestirilir. Alici serumu, boncuk karigimina
eklenir ve varsa anti-HLA antikorlari, mikro kiireler iizerinde kaplanmis spesifik
antijene baglanir. Daha sonra birincil anti-HLA antikoruna baglanan ikinci bir PE
isaretli anti-insan immiinoglobiilin G (IgG) antikoru eklenir. Tiim boncuk karigimi,
IgG ile kapl bir pozitif kontrol boncuk ve HLA molekiilleri igermeyen bir negatif
kontrol boncuk igerir. Her boncuk i¢in arka plan olusturmak {iizere her testte bir
negatif kontrol serumu uygulanir. Luminex sistemi tespit, toplama ve veri analizi i¢in
kullanilir. Luminex analizdrii, iki lazer iceren bir uyarma sistemine sahip bir akis
sitometresidir. Kirmizi lazer boncuklardaki florokromlar1 uyarir, yesil lazer ise her
boncuktaki anti-HLA antikorlarina bagli PE molekiillerinin floresansini uyarir. Iki
sinyalin kombinasyonu antikor spesifikligini tanimlar. PE isaretli floresan sinyali, bir
ortalam floresan 1s1mas1 (Median Fluorescence Intensity: MFI) boncuk degeri olarak
ifade edilir. Serum reaktivitesi, negatif kontrol boncuguna spesifik olmayan
baglanma icin diizeltmeden sonra her boncuk icin floresan 1s1ma sinyali ile

degerlendirilebilir. Tiim veriler negatif kontrol serumu ile normallestirilmistir (70).

2.4.2. Anti-HLA antikorlar testleri

Anti-HLA antikor testileri li¢ ayr1 asamada degerlendirilebilinir: Panel
Reaktif Antikor (PRA) tarama smif I-II testi, PRA tanimlama smif I-II testi ve tek

antijen (Single Antigen: SA)sinif I-1I testi.

PRA tarama smif I-II testi, ¢ok sayida saflastirilmis siif 1 ve II HLA
antijenine bagl boncuklar ile pozitif ve negatif oldugu bilinen serum 6rneklerinin
calisilmasiyla olusur. PRA tanimlama sinif I-1I testinde ise pozitif olan PRA seviyesi,
bir hiicrenin fenotip esdegeri ile kaplanmis boncuklar kullanilarak anti-HLA
antikorunun spesifikligi belirlenir. SA smif I-II testi ise, transfekte edilmis insan
hiicre hatlarindan tek rekombinant antijenler boncuklarla kaplanarak anti-HLA

antikor spesifikliklerinin dogru tanimlanmasina olanak verir(70).

Luminex teknolojisinin, anti-HLA antikor tespitinde, 6zellikle SA analizinin

kullanilmasindaki en biiyiik avantaji, antikor spesifitesini tanimlamanin ve bu
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nedenle uyumlu bir verici bulmanin ¢ok zor oldugu yiiksek derecede bagisiklanmis
hastalardan gelen kompleks serumlarin dogru degerlendirilmesini saglamasidir (80,
81). Her bir anti-HLA antikoru, yapisal olarak birka¢ smif I ve II HLA
molekiillerinde ortak olan birka¢ amino asit kalintisi ile tanimlanmis ¢oklu epitoplari
baglayabilir (82). Luminex SA testi, sinif I ve II anti-HLA antikorlar1 arasinda kesin
bir ayrim saglar. SA testinin bir bagka biiyiik avantaji, spesifik HLA allellerine kars1
antikorlar1 tespit edebilmesidir (70).

2.5. Lenfosit Capraz Karsilastirma Testleri

1960'arin sonunda, HLA'lara kars1 antikorlar, allogreft reddinin bir nedeni
olarak tanindi. 1970'lerde CDC testi, spesifik bir bobrek allogreft icin uygunlugu
belirlemek i¢in standart protokol haline geldi. HLA antijenleri arasindaki ¢apraz
reaktivitenin, farkli HLA molekiilleri arasinda paylasilan epitoplara bagli oldugu
gosterilmistir ve HLA eslesmesinin, greft sag kalimini arttirdigi ve gelecekte ek bir

nakil gerektirebilecek hastalarda sensitizasyonu sinirladigi gosterilmistir (3).

2.5.1. Hiicre temelli capraz karsilastirma testleri

Hiicre temelli ¢apraz karsilastirma testleri, potansiyel bir donoriin lenfositi ile
hastanin antikorlarin reaktivitesinin dogrudan bir degerlendirmesini saglar. Bu testler
HLA antikorlar1 igin spesifik degildir ve canli hiicreler gerektirir. HLA dis1
antijenlere kars1 sitotoksik antikorlar, transplant sonuglar ile iligkili olmayan pozitif
hiicre temelli capraz eslesme sonuclariyla sonuclanabilir. Bu nedenle, bir capraz
karsilastirma testi sonucunun klinik 6nemini belirlemek icin antikor karakterizasyonu
gereklidir. Otoantikorlarin varligi, DSA'larin yoklugunda pozitif bir capraz eslesme
ile sonuclanabileceginden, verici capraz eslestirmeyle pozitif sonuglar elde
edildiginde her zaman bir otolog capraz karsilastirma yapilmalidir. Verici lenfositleri
ve eszamanli negatif otolog capraz karsilastirmay1 igeren pozitif bir capraz eslesme,

alict serumda DSA'larin varligini diisiindiirmektedir(3).
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Kompleman bagimh sitotoksisite capraz karsilastirma testi

Uyumsuz verici saptamak icin kullanilabilen hizli ve ucuz bir testtir. CDC
analizi akimsitometri yontemiyle yapilan c¢apraz karsilastirma testine gore daha
spesifiktir. Bu test i¢in kullanilan teknikler, reaktifler, kullanilan aletler ve sonuglarin
yorumlanmasi laboratuvarlar arasinda degismektedir. Capraz karsilastirma test
sonuclarinin dogru bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in laboratuvar i¢i degiskenlik en
aza indirilmelidir ve yayinlanan veriler degerlendirilirken laboratuvarlar arasi
degiskenlik g6z 6niinde bulundurulmalidir. Verici hiicrelerin bir HLA laboratuvarina
aktarilmasi ve hiicre temelli ¢apraz karsilastirma testleri birkag saat siirebilir, 6len
(verici) organlar i¢in soguk iskemi siirelerini uzatabilir ve bolgesel veya ulusal organ
paylasimini sinirlayabilir. Bu sorun ¢ogu vakada organ c¢ikarilmadan 6nce ¢apraz
karsilagtirma testleri yapilarak engellenebilmesine ragmen, cografi olarak uzak
merkezler arasinda organ paylasimi durumunda, dogru bir sanal karsilagtirma, soguk

iskemik zamani 6nemli Glgiide azaltacaktir.

Alict serumu ve kompleman, verici lenfositleri iizerine eklenir. Alict serumda
donor spesifik anti HLA antikorlart mevcutsa, verici lenfositlerin yilizeyindeki HLA
molekiillerine baglanir ve hiicre lizisine yol acan kompleman1 aktive eder.
Pargalanan hiicreler acredine orange boyasi ile boyanir ve immiinfloresan invert
mikroskop kullanilarak tespit edilir. Capraz eslesmenin giicli pargalanan hiicrelerin
oranina gore derecelendirilir. T hiicreleri ve B hiicreleri, sinif I ve siif II HLA
molekiillerinin diferansiyel ekspresyonuna sahip oldugundan, hem T hiicresi hem de
B hiicresi ile capraz karsilastirma testleri yapilir. Capraz karsilastirma testinin
duyarlhilig1 ¢ok nadir olarak kullanilan anti insan globiilin (Anti Human Globulin:
AHG) ilavesiyle arttirilabilinir. Coklu AHG molekiilleri, HLA’ya baglh her bir
DSA’ya baglanir(3).

Akim sitometri yontemiyle capraz karsilastirma

Akimsitometri yontemi ile capraz karsilastirma testi CDC testinden daha
duyarlidir. Alict serum verici lenfositlere eklenir. Alict serumda DSA varsa, verici T

ve B hiicrelerinin yiizeyinde HLA molekiillerine baglanir. Florokrom igeren anti
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insan IgG ile inkiibasyonunun ardindan HLA’ya bagh anti HLA antikorlar1 akim
sitometri cihazi kullanilarak tespit edilebilir. Akim sitometri yontemiyle capraz
karsilastirma giicii kontrol numunesinin iizerinde “kanal kaymasi” sayisi olarak

Olgiiliir(3).

2.5.2. Sanal capraz karsilastirma testi

Antikorlar i¢in SA, boncuk temelli akis sitometrik ekranlarin sonuglar1 HLA
stif I ve smif II antijenlerine kars1 yoneltilen, bir klinik senaryoda hiicre bazli bir
eslesmenin sonucunu tahmin etmek ve bir sanal ¢apraz eslesme sonucu elde etmek
icin 4 basamaklit HLA tipleme teknikleri ile birlikte kullanilabilir. Bir verici antijene
bir alict antikorun, bireysel nakil programi tarafindan kabul edilebilir veya
yonetilebilir kabul edilen seviyeden daha biiyiik bir giice sahip olmasi durumunda

sanal bir ¢apraz eslesme pozitif kabul edilir.

Sanal capraz karsilastirma, kalp, akciger ve bobrek transplantasyonundaki
alicilara organ dagitimimin zamanlamasini iyilestirmek icin kullanilmistir. Bununla
birlikte, eksik dondr antikor profilleri genellikle bu yaklasimin dogrulugunu ve
giivenilirligini engeller. Gelecekteki ilerlemelerin kati-faz testindeki bu zorlugu ele
almast ve sanal capraz eslestirmeden gercekten pratik olarak faydalanmay:
beklemektedir. Onemli olarak, alicida anti HLA antikorlar1 bulunmadikca, sanal

capraz eslesme analizi, fiziksel bir ¢apraz eslesme testinin yerine ge¢mez (3).

2.6. BK Viriis

Insan polyomaviriisleri Papovaviridae familyasina ait bir polyomaviriis alt
grubudur. ik polyomaviriis 1952'de kesfedilmis ve murin K viriisii olarak
tanimlanmistir. Farelere enjekte edildiginde adenokarsinom ve 16semi gibi tiimorlere

neden oldugu bulunmustur (83).

BK Viriis (BKV) ilk olarak Gardner ve arkadaslar tarafindan 1971 yilinda
bobrek nakli yapilmig bir hastanin idrarindan, JC Viriis (JVC) ise yine 1971 yilinda
Padgett ve Walker tarafindan progresif multifokal 16koensefalopati (PML) gelismis

Hodgkin's lenfoma hastasinin beyin dokusunun otopsi 6rneklerinden izole edilmistir.
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Tanimlanan bu viriisler izole edildikleri hastalarin isimlerinin bas harfleri

kullanilarak adlandirilmistir (84).

Polyomaviriisler, dairesel ¢ift iplikli DNA genomuna sahip, zarfsiz, kiiclik
(40-45 nm) viriislerdir. Bu genom, ~5000 bp’den olusur ve bunun % 88 protein ve
% 12 DNA igerir. Viriis, ikozahedral simetriye sahip 72 viral kapsomer yapisindadir
(83). BKV fonksiyonel olarak {i¢ ana bolgeye ayrilir: erken bolge, ge¢ bolge ve
transkripsiyonel kontrol bolgesi (Transcriptional Control Region: TCR) Erken bolge
enfeksiyonda ve kiigiik tiimor antijeninde (t antijen) rol oynayan biiyiik timor
antijenini (T antijen) kodlar. Erken bolge DNA replikasyonundan once kopyalanir.
DNA replikasyonu meydana geldikten sonra ge¢ bolge kopyalanir (83) ve bu bolge
viral kapsid proteinleri VP1-VP2-VP3 ve agno proteinini kodlar ve son bdlge (TCR)
hem erken hem de ge¢ bolge gen ekspresyonu i¢in transkripsiyonel kontrol
faktorlerini igerir. Viral replikasyon icin birincil transkriptler gereklidir, 6zellikle T-
Ag, ¢ift sarmalin gevsemesini ve DNA sentezi icin gerekli hiicresel proteinlerin
alimim desteklerken, izin vermeyen hiicrelerde neoplastik transformasyonda rol
oynar. Geg transkriptler, viral gen ekspresyonu ve replikasyonunun diizenlenmesinde
ve hiicre dongiisii ilerlemesi ve DNA onarimi dahil olmak {izere baz1 6nemli konakgi
hiicre fonksiyonlarinin modiilasyonunda kritik bir role sahip olan viral kapsid
proteinleri ve agnoproteini kodlamaktadir. TCR, replikasyonun kaynagini igerir ve P,
Q, R ve S alfabetik olarak belirlenmis dort kutuya boliiniir. Bu dizi bloklari, regiilator
bolgeler veya wviral transkripsiyonun modiilasyonunda rol oynayan birkag
transkripsiyon faktorii baglanma sahasi igerdigine inanilan giiclendirici elementler

olarak islev goriir (85).

Insan polyomaviriisleri diger polyomaviriisler ile benzer homolojiler
gosterirler. Insanlarda hastaliklara sebep olan simian polyomavirus (SV40) ile %69-
75 orasinda benzer DNA homolojisine sahiptir. BK viriisti, JC viriisii ile yaklasik

olarak %70, SV40 ile yaklasik olarak %75 genom homolojisine sahiptir (83).

Insanlar yasamlarinin ilk 10 yilinda BKV veya JCV ile yada her ikisiyle

birden karsilagmaktadirlar. Polyomaviriisler toplumda yaygin olup, antikor
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pozitifliginin % 70-90 arasinda oldugu belirtilmektedir. Ancak bu viriislerin viicuda

girisi ile primer enfeksiyonlari birbirinden bagimsizdir (84).

Primer BKV enfeksiyonu siklikla erken ¢ocukluk doneminde iist solunum
yolu enfeksiyonu klinik bulgular1 ile goriilmekte ve genellikle asemptomatik
seyretmektedir. Primer enfeksiyon sonrasinda viriis lirogenital kanal (84, 86), bobrek
epitelyal hiicreleri, lenfoid sistem hiicreleri ve santral sinir sistemini de i¢ine alan

cesitli dokularda, JC viriis ise B lenfositlerinde latent hale gegmektedir (84)

Saglikli insanda yasam boyu semptomsuz olarak latent kalan BK ve JC
viriisiin immiinsiipresyon durumunda aktif hale gelerek enfeksiyona neden oldugu
diistiniilmektedir.  Ancak BK  virlistin  saglikli  insanlarin ~ %5-20’sinde

immiinsiipresyon goriilmeden kendiliginden reaktive olabildigi de bildirilmistir (84).

Toplumlarda 5-9 yaslarinda BKV seropozitifliginin = %70-90; JCV
seropozitifliginin 25 yasindan sonra %50-72 oraninda oldugu belirtilmektedir (84).
Hastaligin immiin sistemi bagisiklanmis kisilerde, iiriner traktusta reaktivasyonu %5-
10 iken, bu oran immiinsuprese hastalarda %20-60’lardadir ve idrarda decoy

hiicreleri sik gozlenir (86).

Glinlimiizde BKV'ye 6zgii T hiicre immiinitesinin BKV replikasyonunun
kontroliinde ¢ok 6nemli oldugu kanitlanmistir (4).HLA, viral enfeksiyonlara karsi
olusan immiin yanitta énemlidir. Viral peptidler, CD8" T hiicreleriyle iliskili olan
HLA smif-I molekiilleriyle sunulur. Bu sunum viriis spesifik hafiza T hiicrelerinin
olugsmasinda etkilidir. HLA sinif-I1 molekiilleri CD4" T hiicreleriyle iliskide olup
efektdr T hiicre olusumunda etkilidir. Efektdr T hiicreleri hem CD8* T hiicrelerinin
daha etkin hale gelmesini saglar hem de B hiicrelerini viriis spesifik antikor {iretimi
icin uyarir. CD8" T hiicreleri bir¢ok viriis enfeksiyonuna karsi olugsan immiin yanitta
etkili olmasina ragmen CD4" T hiicrelerininde insan BK viriis enfeksiyonunda

etkileri gosterilmistir(5).

BKV enfeksiyonunun seyrini etkileyen insan 16kosit antijenlerinin

belirlenmesi, hastalarda risklerin belirlenmesine izin verecektir.
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3. GEREC ve YONTEM

Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut Noyan Uygulama ve Arastirma
Merkezi nefroloji boliimiine kronik bobrek yetmezligi ile bagvuran ve 2010 ve 2018
(Ekim) yillar1 arasinda bobrek nakli olan 232 bdbrek nakli alict ve vericileri
retrospektif olarak yiriitiillen proje grubuna dahil edilmistir. Bu hastalara ve
vericilerine merkezimizde nakil 6ncesi HLA A, B ve DR lokuslar1 ve nakil sonrasi
klinik olarak sliphenilen hastalara ise BK viriis testi rutin olarak calisilmistir. Bu
calisma Bagskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Proje no: KA18/296). Caligma verileri SPSS istatistik programi

kullanilarak ki-kare yontemi ile analiz edilmistir.

3.1. HLA -A, -B, -DR Doku Tipleme Testi

HLA -A, -B, -DR doku tipleme testi molekiiler olarak PCR temelli olan SSO

ve SSP olmak tizere 2 farkli yontemle caligilmustir.

3.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in hasta ve vericilerine ait kan Ornekleri EDTA’l1 kan
tipiine alinmistir. Kadaverik vericilerde tam kan orneginin olmadigi kosullarda

vericiye ait dalak drneginden izole edilen lenfositten DNA izolasyonu yapilmistir.

DNA izolasyonu otomatize GENO-VISION GENO M™.-6 cihazinda
yapilmaktadir. Bunun i¢in ticari olarak temin edilen EZ1 DNA Blood 200 pl Kit
(QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, ALMANY A) kullanilmastir.

Bu cihaz 6zel bir kart sistemiyle calisir. Kartin degistirilmesi durumunda
viriis ya da bakteri izolasyonu da yapmak miimkiindiir. Calismanin yapilmas iki ayri
calisma tablasina uygun tiiplerin ve kartusun yerlestirilmesi ile olur. Bunun i¢in
cithaz agilmadan cihazin kabini acilir ve tablalar disar1 alinir ve asagidaki adimlar

uygulanir.
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1. Cihaz arkasindaki “POWER” diigmesinden agilir. Acilir agilmaz

caligmaya hazirdir.

2. Cihazin kartus tablasina hasta sayisi kadar DNA izolasyon kartusu
yerlestirilir.
3. Cihazin tiip tablasinin

- 1. sirasma 1,5 ml'lik steril elution tiipleri yerlestirilir.

- 2. sirasina tip holder ve igine filter tip yerlestirilir.

- 3. siras1 mutlaka bos birakilmalidir.

- 4. sirasma 2 ml'lik ependorf tiipler yerlestirilir.
2ml’lik ependorf tiiplere 200 pl hasta tam kani eklenir.
Cihaz kabini kapatilir.
Ekrandaki yonergeleri takip ederek uygun protokol secilir.
DNA izolasyonu 16 dakika siirer.

A N b

Izolasyon bittiginde 1. siradaki elution tiiplerde hasta DNAlari

bulunur.

Resim 3.1.: DNA izolasyonu asamasi
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Elde edilen DNAlarin oOl¢ciimii Maestrogen Nano marka otomatik
spektrofometre cihazi ile yapilir ve 1,6 ng / uL - 2,0 ng / pL referans araliginda ve

DNA konsantrasyonu 200 ng/ul olan DNA 6rnekleri ¢alismaya alinir.

izole edilen DNA &rnekleri calisma yapilacagi zaman kadar -20 °C

dondurucuda etiketlenerek saklanir.

3.1.2. SSP yontemi ile HLA -A, -B, -DR doku tipleme testi

Bu test icin “A-B-DR SSP Combi Tray” (Olerup SSP AB, Stockholm,
ISVICRE) ticari kiti kullamilmistir. Kitin igerisinde HLA allellerinin ve insan
biliylime hormonu geninin PCR amplifikasyonu i¢in kurutulmus ve énceden optimize

edilmis diziye 6zgii primerler iceren 96 kuyuluk plak ve PCR master mix bulunur.

Tablo 3.1.: SSP HLA ABDR Kkit icerigi

A-B-DR SSP Combi Tray Kit icerigi

Kullanima hazirdir. -18 ile -20 °C'de
saklanir.
Kullanima hazirdir. -18 ile -20 °C'de
saklanir.

Primer plak 96 kuyu

PCR master mix 312 pl

1. DNA Amplikasyonu (PCR)

1.1.  Hazirlik asamasi

1.1.1. Izole edilen DNA o&rekleri -20 °C dondurucudan cikarilarak oda
1s1s1na (20-25 °C) gelmesi saglanir.

1.1.2. Hasta sayisina gore primer plate, Taq polimeraz ve PCR master mix -
20 °C dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisina (20-25 °C) gelmesi
saglanir.

1.1.3. DNA o6rnekleri, PCR master mix ve Taq polimeraz buz akiisii
iizerinde tutulmalidir.

1.1.4. Tablo 3.2.'deki miktarlara gére PCR master mix igerisine Taq

polimeraz, distile su ve DNA eklenerek vortekslenir.
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Tablo 3.2.: SSP master mix hazirlama tablosu

HLA-ABDR 312 8,3 506 206

1.2.  Ekim asamasi
1.2.1. Hazirlanan master mix karisimindan tiim kuyulara 10 pl pipetlenir.

1.2.2. PCR plak 1s1ya dayanikl kapaticiyla kapatilir.

! j
LA (LAY A %
RS I

Resim 3.2.: SSP ekim asamasi

1.3.  PCR asamasi
1.3.1. PCR plak “Thermal Cycler PCR” cihazina yerlestirilir.
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Resim 3.3.: PCR cihazina yerlestirme

1.3.2. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda tablo 3.3.'e gore hazirlanan
SSP programi bagslatilir.
1.3.3. Program 1 saat 20 dakika siirer.

Tablo 3.3.: SSP PCR dongiisii

Basamak Is1 Inklibasyon Dongii
siiresi
1 94 °C 2 dk. 1
94 °C 10 sn.
2 65 °C 60 sn. 10
94 °C 10 sn.
94 °C 10 sn.
3 20
61 °C 50 sn.
4 72 °C 45 sn. 1
5 4°C o0 1

1.4.  Elektroforez asamasi

PCR asamasindan sonra ¢ogalan PCR iiriinii Agaroz jel elektroforezi yontemi

ile ytiriitiliir.

1.4.1. 50 ml 10x Tris Buffer EDTA (TBE)'ya, 950 ml distile su ilave edilir.
0,5x TBE elde edilir.

1.4.2. Hassas terazi kullanilarak 2 gr. agaroz tartilir.

1.4.3. 0,5x TBE'de %2'lik agaroz ile jel i¢in karisim hazirlanir (2gr. Agaroz
+ 100ml 0,5x TBE).
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1.4.4.
1.45.

1.4.6.
1.4.7.
1.4.8.
1.4.9.

L.5.
1.5.1.

Jel tepsinin taraklari yerlestirilerek hazir hale getirilir.

Hazirlanan agaroz karigimi mikrodalga firinda 35 W'da 5 dakika
eritilir.

S1v1 haldeki agaroza 4 damla Gel Red eklenir.

Karigim jel tepsisine dokiiliir.

15 dakika beklenerek agarozun katilasarak jel haline gelmesi beklenir.
Jel hazir olduktan sonra igerisinde 0,5x TBE soliisyonu bulunan
elektroforeze bagli kiivet igerisine yerlestirilerek taraklari ¢ikarilir.
Agaroz jele PCR {irlinlerinin yiiklenmesi

PCR iiriinleri jelde kendileri i¢in olusturulan kuyulara, her kuyuya 10
pl olacak sekilde yiiklenir.

Resim 3.4.: Jele yiikleme asamasi

1.5.2.
1.5.3.
1.6.

1.6.1.

Uygun kuyulara 10 ul DNA Size Marker yiiklenir.
0,5x TBE Buffer igerisinde 160 Volt’ta 16 dakika yiiriitiiliir.
Goriintiileme asamasi

Siire sonunda agaroz jel UV transluminatore konur.
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1.6.2. UV 151k altinda ilgili bolgelerde ¢cogalan pozitif olarak degerlendirilen
DNA bantlar1 goriintiilenir.

1.6.3. Saptanan pozitif bantlar kit i¢inden c¢ikan degerlendirme formu
kullanilarak veya tretici firmanin kurdugu SCORE software programi

kullanilarak degerlendirmesi yapilir.

Resim 3.5.: HLA ABDR SSP jel goriintiisii

3.1.3. SSO yontemi ile HLA -A, -B, -DR doku tipleme testi

HLA -A, -B, -DR testi i¢in; LIFECODES HLA-AeRES SSO TYPING KIT,
LIFECODES HLA-B eRES SSO TYPING KIT, LIFECODES HLA-DRB1 eRES
SSO TYPING KIT (IMMUCOR, Dreieich, ALMANYA) ticari kitleri kullanilmastir.
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Tablo 3.4.: SSO HLA A kit icerigi

LIFECODES HLA-A eRES SSO Typing Kit icerigi

HLA-A Master Mix 870 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de saklanir.

HLA-A Probe Mix 810 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de, karanlikta saklanir.
HLA-A eRES Probe Mix 810 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de, karanlikta saklanir.
Seyreltme soliisyonu 19,7 ml Kullanima hazirdir. 18 ile 30 °C’ de saklanur.

Taq polymerase 25 ul -10 ile -30 °C’de saklanur.

Tablo 3.5.: SSO HLA B kit icerigi

LIFECODES HLA-B eRES SSO Typing Kit icerigi

HLA-B Master Mix 870 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de saklanir.

HLA-B Probe Mix 810 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de, karanlikta saklanir.
HLA-B eRES Probe Mix 810 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de, karanlikta saklanir.
Seyreltme soliisyonu 19,7 ml Kullanima hazirdir. 18 ile 30 °C’ de saklanir.

Taq polymerase 25 ul -10 ile -30 °C’de saklanur.

Tablo 3.6.: SSO HLA DRBI kit icerigi

IFECODES HLA-DRB1 eRES SSO Typing Kit icerigi

HLA-DRB1 Master Mix 870 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de saklanir.
HLA-DRB1 Probe Mix 810 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de, karanlikta saklanir.
HLA-DRB1 eRES Probe Mix 810 ul  Kullanima hazirdir. 2 ile 8 °C’de, karanlikta saklanir.
Seyreltme soliisyonu 19,7 ml Kullanima hazirdir. 18 ile 30 °C’ de saklanir.

Taq polymerase 25 ul -10 ile -30 °C’de saklanir.

1. DNA cogaltilmasi (PCR)

1.1.  Hazirlik asamasi
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. Izole edilen DNA &rnekleri -20 °C dondurucudan ¢ikarilarak oda
1s1sna (20-25 °C) gelmesi saglanir.

. Taq polimeraz ve master mix -20 °C dondurucudan ¢ikarilarak oda
1s1s1na (20-25 °C) gelmesi saglanir.

. DNA Ornekleri, master mix ve Taq polimeraz buz akiisii lizerinde
tutulmalidir.

. Tablo 3.7.'ye gbre n (test sayis1) + 1 olacak sekilde calisilacak 6rnek

sayisina gore HLA -A, -B ve -DRB1 lokuslar i¢in ayr1 ayri1 master

mix, Taq polimeraz ve distile su ile reaktif hazirlanir.

Resim 3.6.: Master mix hazirlama asamasi

1.1.5.

Hazirlanan reaktif vortekslenir.

Tablo 3.7.: SSO master mix hazirlama tablosu

Master Mix ey
SSO Typing Kit Polimeraz dH20 (ul) Toplam (ul)
(uD) ]
()
HLA-A 6 0,2 10 16,2
HLA-B 6 0,2 10 16,2
HLA-DR 6 0,2 10 16,2
1.2.  Ekim asamasi
1.2.1. 0,2 ml'lik PCR tiiplerine 4 ul DNA pipetlenir.
1.2.2. HLA -A, -B ve -DRBI lokuslar1 i¢in ayr1 olarak hazirlanan

reaktiflerden ilgili PCR tiiplerine 16 pul pipetlenir.

44



Resim 3.7.: Ekim asamasi

1.2.3. PCR tiiplerinin kapaklar1 kapatilir.

1.2.4. PCR tiipleri vortekslenir.

1.3.  PCR asamasi

1.3.1. PCR tiipleri “Thermal Cycler PCR” cihazina yerlestirilir.

1.3.2. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Tablo 3.8.'e gore hazirlanan
ve 1. asama olan SSO PCR amplifikasyon programi baslatilir.

1.3.3. Program 1 saat 38 dakika siirer.

Tablo 3.8.: SSO amplifikasyon PCR déngiisii

Basamak Is1 Inkl.l.basyon Dongii
siiresi

1 95°C 3 dk. 1
95°C 15 sn.

2 60 °C 30 sn. 12
72 °C 10 sn.
95°C 10 sn.

3 63 °C 30 sn. 28
72°C 30 sn.

4 72 °C 2 dk.

5 4°C o0

1.4.  Agaroz Jel Elektroforezi asamasi

Hibridizasyon asamasi Oncesi Orneklerin ¢ogaldigindan emin olmak igin

agaroz jel elektroforezi yapilir.
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1.4.1.

1.4.2.
1.4.3.

1.4.4.
1.45.

1.4.6.
1.4.7.
1.4.8.
1.4.9.

1.4.10.

1.4.11.
1.4.12.
1.4.13.
1.4.14.

1.5.
1.5.1.
1.5.2.

1.5.3.
1.5.4.

50 ml 10x Tris Buffer EDTA (TBE)'ya, 950 ml distile su ilave edilir.
0,5xTBE elde edilir.

Hassas terazi kullanilarak 2 gr. agaroz tartilir.

0,5x TBE'de %2'lik agaroz ile jel i¢in karisim hazirlanir (2gr. Agaroz
+ 100ml 0,5x TBE).

Jel tepsinin taraklari yerlestirilerek hazir hale getirilir.

Hazirlanan agoroz karistmi mikrodalga firinda 35 W da 5 dakika
eritilir.

Stv1 haldeki agaroza 4 damla Gel Red eklenir.

Karigim jel tepsisine dokiiliir.

15 dakika beklenerek agarozun katilasarak jel haline gelmesi beklenir.
Jel hazir olduktan sonra igerisinde 0,5xTBE soliisyonu bulunan
elektroforeze bagl kiivet icerisine yerlestirilerek taraklari ¢ikarilir.
PCR iiriinleri jelde kendileri i¢in olusturulan kuyulara, her kuyuya 10
ul olacak sekilde yiiklenir.

Uygun kuyulara 10 ul DNA Size Marker ytiklenir.

0,5x TBE Buffer icerisinde 160 Volt’ta 16 dakika ytriitiiliir.

Siire sonunda agaroz jel UV transluminatore konur.

UV 151k altinda amplifiye olan DNA 6rnekleri goriintiilenir.

Hibridizasyon asamasi

96 kuyuluk costar plate'e 5 ul PCR firtinleri pipetlenir.

HLA A, B ve DRBI lokuslarina 6zgii Probe mix kuru 1s1 blogunda 56
°C'de 10 dakika sitilir.

Ardindan 15 saniye sonikatore konur ve siire sonunda vortekslenir.

Her bir Probe mix kendi lokus spesifik PCR iiriiniine 15 pl pipetlenir.
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Resim 3.8.: Hibridizasyon asamasi

1.5.5.
1.6.

1.6.1.
1.6.2.

Costar plate'in iizeri 1s1ya dayanikli kapaticr ile kapatilir.

PCR asamasi

Costar Plate Thermal Cycler PCR cihazina yerlestirilir.

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda tablo 3.9.'a gore hazirlanan

ve 2. asama olan SSO PCR hibridizasyon programi baglatilir.

Tablo 3.9.:SSO hibridizasyon PCR déngiisii

Basamak Is1 Inkl.l.baS?’OH Dongii
siiresi
1 97 °C 2 dk. 1
2 47 °C 10 dk. 1
3 56 °C 8 dk. 1
4 56 °C 0 1
1.7.  Stretavidin Asamasi
1.7.1. Orneklerin hibridizasyonu sirasinda kuyu sayisina gére 200:1
seyreltilmig Stretavidin karistmi hazirlanir. (Her kuyu i¢in = 170 ul
seyreltme solusyonu + 0.85 upl 1 mg/ml Stretavidin [n+1 toplam
hacimde])
1.7.2. Hazirlanan karisim karanlikta ve oda 1sisinda saklanir.
1.7.3. Hibridizasyonun 56 °C sonsuz asamasinda, PCR'in kapag1 acilir, plate

iizerindeki silikon yapiskan kapatici dikkatlice ¢ikarilir.
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Resim 3.9.: Streptavidin asamasi

1.7.4.
1.7.5.
1.8.

1.8.1.

1.8.2.

1.8.3.

Hazirlanan karisimdan her bir kuyuya 170 pl eklenir.

Tiim kuyular 5 dakika i¢inde seyreltilmelidir.

LUMINEX asamasi

Luminex cihazi hibridizasyon agamasinin basinda acilarak 30 dakika
1s1nmast saglanir.

Streptavidin pipetlendikten sonra costar plate dikkatlice PCR
cihazindan alinir.

Luminex cihazina verilen costar plate {iiretici firmanin talimatlar

dogrultusunda okutulur.
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Resim 3.10.: Luminex cihazinda okutma agsamasi

1.8.4. MATCH IT DNA software programinda HLA doku tipleme analizi
yapilir.

3.2. Real Time PCR Yontemiyle Kantitatif BK Viriis Testi

Bu test hastalarin kan ve / veya idrar 6rneklerinden calisilabilir.
3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu otomatize EZ1 Advanced XL cihazinda yapilmaktadir.

Bunun igin ticari olarak temin edilen EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (QIAGEN Strasse 1,
40724 Hilden, ALMANYA) kullanilir.

DNA izolasyonu i¢in nakil sonrasi alicilardan alinan EDTA 11 tam kan

orneklerinden ve / veya idrardan elde edilir.

1. Hazirlik agamasi

EDTA'll tam kan Ornekleri 4000 rpm'de 3 dk santrifiij edilerek

plazmasi elde edilir. Idrar herhangi bir 6n isleme gerek duyulmadan
kullanilir.
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1.2.  Cihaz arkasindaki “POWER” diigmesinden agilir. Agilir agilmaz
caligsmaya hazirdir.
1.3. Cihazin kartus tablasina hasta sayis1 kadar BK Viriis kartusu
yerlestirilir.
1.4.  Cihazn tiip tablasinin
- 1. sirasina 1,5 ml’lik steril elution tiipleri yerlestirilir.
- 2. sirasina tip holderve igine filter tip yerlestirilir.
- 3. swrasia 1,5 ml’lik ependorf tiipler yerlestirilir.
- 4. sirasina 2 ml’lik ependorf tiipler yerlestirilir.
1.5. 2 ml’lik ependorf tiiplere 400 pl hasta 6rnegi eklenir.
1.6. 1,5 ml’lik ependorf tiiplere ise S0ul AVE, 6ul internal kontrol ve 4ul
carrier RNA ilave edilir.

1.7. Cihaz kabini kapatilir EZ1 Advanced Virus Card v2.0 cihaza

yerlestirilir.

Resim 3.11.: DNA izolasyon cihazi

1.8.  Ekrandaki yonergeleri takip ederek uygun protokol segilir (400 pl
ornek ve 60 pl eluat).
1.9.  Protokolii baslat se¢ilir.
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1.10. DNA izolasyonu 43 dakika siirer
1.11. izolasyon bittiginde 1. siradaki elution tiiplerde BK Viriis DNAlar1

bulunur.

3.2.2. BK viriis testi

Insan plazma veya idrarinda BK viriisii DNA'sinin kantitasyonu saptamak
i¢in ticari olarak temin edilen “artus BK Viriisii PCR Kiti” (QIAGEN Strasse 1,
40724 Hilden, ALMANYA) kullanilir.

Tablo 3.10.: BK Viriis RG PCR Kit I¢erigi

BK Viriis RG PCR Kit icerigi

Kullanima hazirdir. -15 ile -30 °C’de

BK Viriisit RG Master 8 x 12 reaksiyon

saklanir.
BK Viriisiit RG Magnzyum Kullanima hazirdir. -15 ile -30 °C’de

400 pl
solvent saklanir.
BK Viriisii RG QS1 200 ul Kullanima hazirdir. -15 ile -30 °C’de
(1 x 104 kopya/ul) H saklanir.
BK Viriisii RG QS2 200 ul Kullanima hazirdir. -15 ile -30 °C’de
(1 x 103 kopya/pl) H saklanir.
BK Viriisiit RG QS3 200 ul Kullanima hazirdur. -15 ile -30 °C’de
(1 x 102 kopya/ul) H saklanir.
BK Viriisit RG QS4 200 ul Kullanima hazirdir. -15 ile -30 °C’de
(1 x 101 kopya/ul) H saklanir.
. ops

BK Viriisii RG IC 2 x 1000 i Kullanima hazirdir. -15 ile -30 °C’de

saklanir.

1. Calisilacak hasta sayisi, 4 kantitasyon standardi ve negatif kontrol i¢in

0,1 mI’lik PCR tiipleri sogutma blogunun adaptdrlerine yerlestirilir.

1.1.  Tablo 3.11.’e gore n (test sayis1) + 1 olacak sekilde calisilacak 6rnek

sayisina gore reaktif hazirlanir.
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Resim 3.12.: BK viriis master mix agsamasi

Tablo 3.11.: BK Viriis master mix tablosu

RG
BK Viriis RG PCR Kiti RG Master (ul) Magnzyum Toplam (ul)
Solvent (ul)
BK Viriis 14 6 20

1.2.  Hasta tiiplerine ilgili DNA dan 30 pl pipetlenir.

1.3.  Standartlarimin her birinden ilgili tiiplere 15 pl pipetlenir.

1.4.  Hazirlanan reaktiften her kuyuya 20 pl pipetlenir.

1.5.  Standartlara 2 pl internal kontrol eklenir.

1.6.  Tiplerin kapaklar1 kapatilir.

1.7.  Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi agilir.

1.8.  PCR tiipleri rotora yerlestirilir.

1.9. Kilitleme halkas: tiiplerin ¢alisma sirasinda yanlishikla acilmasin

onlemek {izere rotorun istiine yerlestirilir.
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Resim 3.13.: Real time PCR asamasi

1.10. Cihazin kapag kapatilir.
1.11.  Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda test okutulur.
1.12. Okutma sonrasinda iretici firmanin kurdugu software programinda

degerlendirmesi yapilir.

Resim 3.14.: Software programinda analiz asamasi
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4. BULGULAR

Calisma grubuna alinan 232 kronik bobrek hastasina nakil 6ncesi HLA -A, -B
ve -DRBI1 doku tiplemesi ¢alisilmistir. Bu hastalarin nakil sonrasi plazma ve / veya
idrarda BKYV testleri ¢alisilmistir. Plazma 6rneginden BKYV testi ¢aligilan hastalarda,
161 hastada BKV negatif (-), 70 hastada ise BKV pozitif (+) bulunmustur. Idrar
orneginden BKYV testi ¢aligilan hastalarda, 62 hastada BKV (-), 28 hastada ise BKV
(+) bulunmustur. 232 hastanin plazma ve idrardan calisilan BKV sonucu birlikte

degerlendirildiginde ise 146 hastada BKV (-), 86 hastada ise BKV (+) ¢ikmustir.

Tablo 4.1.: Hastalarin plazma érnekleri ile ¢alisilan BKYV testi sonuclari

Plazma n %
BKYV (-) 161 69,7
BKV (+) 70 30,3

Tablo 4.2.: Hastalarin idrar 6rnekleri ile calisilan BKV testi sonuglar:

idrar n %
BKYV (-) 62 68,89
BKYV (+) 28 31,11

Tablo 4.3.: Hastalarin plazma ve idrar érnekleri ile ¢calisilan BKYV testi sonuclari

Plazma ve idrar n %
BKYV (-) 146 62,94
BKYV (+) 86 37,06

Hastalara calisilan HLA doku tipleme testine gore hastalarin sahip olduklar
HLA A allellerinin yiizde dagilimi grafik 4.1.'de verilmistir. 232 hastada en stk HLA
A*02 (% 36,2 oraninda) goriiliirken, en az HLA A*74 (% 0,4 oraninda) goriilmiistiir.
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Grafik 4.1.: Hastalara ait HLA A yiizdeleri

HLA A allelleri ile BKV varlig1 karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski goriilmemistir. Ayrintili sonuglar tablo 4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.4.: Hastalara ait HLA A ve BKYV sonuclari

HLA A BKY (-) BKY (+) =
n % n %0

A*01 32 21,9 11 12,8 0,12

A*02 49 33,6 35 40,7 0,341
A*03 33 22,6 22 25,6 0,722
A*11 25 17,1 15 17,4 0,905
A*23 8 5,5 5 5,8 0,849
A*24 46 31,5 25 29,1 0,893
A*25 1 0,7 2 2,3 0,64

A*26 15 10,3 5 5,8 0,354
A*29 5 34 5 5,8 0,595
A*30 14 9,6 4 4,7 0,269
A*31 3 2,1 2 2,3 0,741
A*32 15 10,3 14 16,3 0,258
A*33 5 3.4 4 4,7 0,909
A*66 0 0 2 2,3 0,264
A*68 11 7,5 8 9,3 0,821
A*69 3 2,1 0 0 0,461
A*74 0 0 1 1,2 0,788
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Hastalara calisilan HLA doku tipleme testine gore hastalarin sahip olduklari
HLA B allellerinin yiizde dagilimi grafik 4.2.'de verilmistir. 232 hastada en stk HLA
B*35 (% 35,3 oraninda) goriiliirken, en az HLA B*54 ve HLA B*56 (% 0,4

oraninda) gorilmistiir.
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Grafik 4.2.: Hastalara ait HLA B yiizdeleri

HLA B allelleri ile BKV varlig1 karsilastirildiginda HLA B*13 istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur. HLA B*13 koruyucu faktor olarak diistintilebilir. HLA
B*13 alleline sahip hastalarda BKV(-) % 8,2 iken BKV(+) % 1,2'dir. Yapilan
istatistiksel analizde p-degeri: 0,049 iken OR degeri: 0.131 ve 95% CI aralig: ise

0.017-1.029'dur. Ayrintili sonuglar tablo 4.5.'te belirtilmistir.
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Tablo 4.5.: Hastalara ait HLA B ve BKYV sonuglari

BKYV (-) BKYV (+)

HLA B n % n % p
B*07 7 4,8 4 4,7 0,787
B*08 5 3.4 8 9,3 0,113
B*13 12 8,2 1 1,2 0,049
B*14 7 4,8 2 2,3 0,556
B*15 9 6,2 5 5,8 0,86
B*18 18 12,3 12 14 0,876
B*27 6 4,1 6 7 0,518
B*35 48 32,9 34 39,5 0,377
B*37 2 1.4 3 3,5 0,545
B*38 16 11 5 5,8 0,279
B*39 4 2,7 4 4,7 0,69
B*40 12 8,2 7 8,1 0,821
B*41 6 4,1 4 4,7 0,89
B*44 28 19,2 13 15,1 0,545
B*45 1 0,7 1 1,2 0,722
B*46 1 0,7 1 1,2 0,722
B*47 2 1.4 1 1,2 0,64
B*48 1 0,7 1 1,2 0,722
B*49 11 7,5 11 12,8 0,276
B*50 5 3.4 4 4,7 0,909
B*51 33 22,6 18 20,9 0,893
B*52 9 6,2 7 8,1 0,76
B*53 2 1,4 0 0 0,722
B*54 1 0,7 0 0 0,788
B*55 13 8,9 5 5.8 0,551
B*56 1 0,7 0 0 0,788
B*57 3 2,1 1 1,2 0,741
B*58 8 5,5 3 3,5 0,712

Hastalara calisilan HLA doku tipleme testine gore hastalarin sahip olduklar
HLA DRBI allellerinin yilizde dagilimi grafik 4.3.'te verilmistir. 232 hastada HLA en
stk DRB1*11 (% 45,7 oraninda) goriiliirken en az HLA DRB1*09 (% 2,6 oraninda)

gorilmistir.
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Grafik 4.3.: Hastalara ait HLA DRBI1 yiizdeleri

HLA DRBI1 allelleri ile BKV varligi karsilagtirildiginda HLA DRB1*03
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. HLA DRB1*03 risk faktorii olarak
diisiiniilebilir. HLA DRB1*03 alleline sahip hastalarda BKV(-) % 8,9 iken BKV(+)
% 19,8'dir. Yapilan istatistiksel analizde p-degeri: 0,029 iken OR degeri: 2.521 ve
95% CI araligi ise 1.157-5.490'dir. Ayrintili sonuglar tablo 4.6.'da belirtilmistir.
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Tablo 4.6.: Hastalara ait HLA DRB1 ve BKYV sonuglari

HLA DRB1 BKV (-) BKYV (+) p
n % n %
DRB1*01 15 10,3 7 8,1 0,761
DRB1%#03 13 8,9 17 19,8 0,029
DRB1*04 37 253 24 27,9 0,784
DRB1*07 18 12,3 7 8,1 0,438
DRB1*08 4 2.7 4 4,7 0,39
DRB1*09 5 3.4 1 1,2 0,534
DRB1*10 8 55 3 3,5 0,712
DRB1*11 73 50 33 38,4 0,113
DRB1%12 5 3.4 3 3,5 0,729
DRB1%13 26 17.8 23 26,7 0,148
DRB1*14 24 16,4 10 11,6 0,418
DRB1*15 23 15,8 21 24,4 0,146
DRB1*16 12 8.2 8 9,3 0,964

BKYV reaktivasyonlari cinsiyet bakimindan karsilastirildiginda kadin ve erkek

cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemistir (p-degeri: 0,598).

Tablo 4.7.: BKV’de cinsiyete gore iliski

L. BKYV (-) BKYV (+)
CINSIYET
n % n %
ERKEK 98 64,47 54 35,53
KADIN 48 60 32 40

BKYV reaktivasyonlarina bakilarak verici tipi incelendiginde ise canli verici ile
kadaverik verici arasinda bir fark goriilse de istatistiksel olarak anlamli bir iligki

goriilmemistir (p-degeri: 0,111).
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Tablo 4.8.: BKV'de verici tipine gore iliski

. . . . BKV(y) BKYV (+)
VERICI TIPI
n % n %
CANLI 106 68,83 53 31,17
KADAVERIK 40 54.8 33 452

BKYV reaktivasyonlar1 yas grubu bakimindan karsilastirildiginda eriskin ve

pediatri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski goriilmemistir (p-degeri: 454).

Tablo 4.9.: BKV'de yas grubuna gore iliski

BKYV (-) BKYV (+)
YAS GRUBU
n % n %
PEDIATRI 33 57,9 24 42.1
ERISKIN 113 64,57 62 35,43

BKV reaktivasyonlar1 ve nakil Oncesi alict verici HLA uyumlarina
bakildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmese de HLA uyumu

arttikca BKV pozitifliginin azaldig1 gozlemlenmistir. Ayrintili sonuglar tablo 4.10.'da

belirtilmistir.

Tablo 4.10.: BKV'de HLA uyumuna gore iliski

BKYV (-) BKYV (+)
HLA UYUMU
n %0 n %o
0/6 UYUM 0 0 2 100
1/6 UYUM 14 50 14 50
2/6 UYUM 30 58,82 21 41,18
3/6 UYUM 72 68,57 33 31,43
4/6 UYUM 18 66,6 9 33,4
5/6 UYUM 3 100 0 0
6/6 UYUM 9 60 6 40
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5. TARTISMA

Calismamizda hastalarin  cinsiyetlerine gore BKV  reaktivasyonlar
incelendiginde kadin (% 40) ve erkek (% 35,5) cinsiyet arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Ping Li ve arkadaslarinin canli vericiden nakil
olmus 52 hastada yaptiklar1 ¢calismada kadin ve erkek cinsiyet arasinda istatistiksel
fark olmadigi belirtilmistir (87). Héssigve arkadaglarinin canli ve/veya kadaverik
nakil olmusl52 hasta ile yaptiklari ¢alismada da kadin erkek cinsiyeti agisindan
istatistiksel fark saptanmadigi goriilmektedir (4). Bu caligsmalarla bizim yaptigimiz
calisma sonuglar1 birbirini destekler yondedir. Bununla birlikte Kosuke Masutani ve
arkadaslarinin 198 hastada yaptiklari ¢calismada erkek cinsiyetin istatistiksel olarak

anlamli derecede (< 0.001) risk faktorii olabilecegini gostermistir (5).

Farkliligin calisilan gruba, ¢alismaya dahil edilen hasta sayisina ve tedavi

protokoliine gore degisebilecegi diistiniilebilir.

Bobrek nakilleri i¢in istenilen agirlikli olarak kadaverik nakil olmasina
ragmen lilkemizde ne yazik ki canli vericilerden yapilan nakiller daha fazladir. 2008
yilindan gilinlimiize kadar yapilan nakillerin yaklasik % 22'si kadaverik nakildir.
Merkezimizde bu say1 iilke geneline gore daha yiiksek olup yaklasik % 32
seviyesindedir. Kadavradan yapilan nakillerde organin soguk iskemi siiresinin
uzamasi, genellikle doku uyumunun az olmasi, gibi nedenlerle immdiinsiipresif tedavi
daha farkli planlanmaktadir. BKV reaktivasyonunun immiinsiipresyona bagli oldugu
diistintildiiginde kadaverik nakillerde BKV problemlerini de beklemek dogaldir.
Literatiire baktigimizda kadaverik nakillerin, BKV yoniinden istatistiksel olarak
anlamli olmasa da sanssiz oldugunu gérmekteyiz(4, 5, 88). Bizim ¢alismamizda da
benzer sekilde istatistiksel olarak anlamli olmasa da (p-degeri: 0,111) kadaverik
vericiden yapilan nakillerde BKV reaktivasyonu canli goniillii vericiye gore daha

fazladir.

Calisma grubumuz i¢inde 175 eriskin ve 57 cocuk yas grubundan hastalar
bulunmaktadir. Merkezimiz bulundugu bdlgede en fazla ¢ocuk hasta nakli yapilan

merkez olma o6zelligindedir. Yapilan degerlendirmede cocuk ve eriskin yas grubu
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arasinda istatistiksel bir fark saptanmamistir. Literatiir taramalarinda elde edilen
bilgilere gore (4, 88-90) eriskin ve cocuk yas grubu arasinda istatistiksel bir fark

olmadig1 bildirilmis olup ¢alisma bulgularimizla uyumludur.

Organ nakillerinde en Onemli faktor nakledilen organin alici tarafindan
yabanci olarak algilanmamasi reddedilmemesidir. Vericinin HLA doku grubuyla
alicinin HLA doku grubu uyumu ne kadar iyiyse rejeksiyon riski o kadar az olur.
Ancak her zaman tam ya da 1iyi sayilabilecek doku grubu uyumunu bulmak miimkiin
olmaz. Calismamizda 0/6 uyumla yapilan iki nakil hastasinda da BKV pozitifligi
belirlenmistir. HLA uyumu arttikca pozitifligin azaldigi belirlenmistir. Literatiirde
sonuclarimizi destekleyen yayinlar (4, 89) olmakla birlikte HLA uyumsuz nakillerle
HLA tam uyumlu ya da yar1 uyumlu nakiller arasinda istatistiksel fark olmadigini
gosteren yayinlar da mevcuttur (90). HLA uyumsuzluklart ve BKV iliskisini
inceleyen calismalar, nakil sonrasi hiicresel ve humoral rejeksiyon varligini da
aragtiran aradaki iligskiyi ortaya koymayir hedefleyen c¢alismalardir. Bizim
calismamizin amaci rejeksiyon varligindan bagimsiz olarak HLA allel siklig1 ile

BKYV reaktivayonunun iligkisinin arastirilmasidir.

Anne ve babadan gecen HLA allel frekansi biiyiik ¢capli toplum taramalar1 ve
calisilan gruplarin kokenlerinin de ayrimimin yapilabilmesiyle ortaya konmaktadir.
Bizim calismamizda yer alan hastalarin allel sikliklar1 daha 6nce yaptigimiz ve
calismanin yapildig1 bolgeyi yansitan 4707 kisinin allel sikliginin incelendigi ¢alisma
sonuclartyla uyumludur (63).

Bobrek nakli olup BKV nefropatisi gelisen hastalarda siklikla immiinsupresif
tedavinin azaltilmast yoluna gidilmektedir. Bu bir taraftan BKV nefropatisi i¢in
fayda saglarken diger taraftan rejeksiyon riskini arttirmaktadir. Literatiirde bu alanda
siirli sayida ¢alisma olup bu ¢alismalarda BKV'nin, HLAA*02 epitopu ile taninan,
VP-1 ve biiyiik T (Large T: LT) antijenleri incelenmistir(91, 92). Daha sonra yapilan
caligmalarda immiinojenik antijen tanima isleminin sadece HLA A*02 ile smirh
olmayip, HLA B*07, HLA B*08, HLA DRBI1*03, HLA DRBI1*09 ve HLA
DRB1*13 ile iligkili oldugu gosterilmistir (93). Bir baska ¢calisma HLA A*01, HLA
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A*03, HLA A*24 ile baglanan LT antijen yapisinin hem saglikli hem de

immiinsiipresif kontroller tarafindan taninabildigini gostermistir (94).

Smif-I HLA molekiillerinin sitotoksik CD8'T hiicre yardimu ile viriislere
karst etkili oldugu bilinmektedir. Bizim g¢alismamizda HLA simif-I molekiilleri
icerisinde yer alan HLA B*13 allelinin BKV'ye karst koruyucu faktdr olarak
belirlenmesi (p:0,049, OR: 0.131 ve 95% CI:0.017-1.029) bunu desteklemektedir.
HLA smuf-II ise immiin sistemin sitokin salgilayarak yardimci olan CD4'T hiicreleri
ile iliskilidir.CD4™T hiicreleri aldiklar1 uyarilara yanit olarak hem immiin sistemi
uyaran hem de baskilayabilen bir rol oynar. Bizim ¢alismamizda HLA DRB1%*03
allelinin ise (p: 0,029, OR: 2.521 ve 95% CI: 1.157-5.490) BKV'ye kars1 risk faktorii
olabilecegi belirlenmistir. Bu da HLA DRB*03 alleli tasiyanla bobrek nakli olmus
hastalarda immiin yanitin, BKV yanitina karsi, baskilayict yonde gelisebilecegini

distindiirmektedir.

Sonug olarak calismamizda, literatiir taramalarimiza gore oldukca az olan,
bobrek nakli olan hastalarda HLA allelleri ile BKYV iligkisini aragtirmay1 hedefledik.
Calisma sonuglarimiz, bizim g¢alisma grubumuz iginde HLA B*13 allelinin BKV
reaktivasyonuna karst koruyucu, HLA DRB1*03 allelinin ise risk faktorii

olabilecegini gostermistir.
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