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BOLUMI1I

I. OZET

Amag: Bobrek transplantasyonunda T hiicre aracili rejeksiyon (THAR) ve antikor
aracili rejeksiyon (AAR) olmak flizere iki tip rejeksiyon goriiliir. Rejeksiyon tanist Banff
simiflandirma sistemine gore belirlenir. Dogal immiinitenin bir pargasi olan dogal dldiiriicii
(NK) hiicreler ve makrofajlarin graft disfonksiyonu ve rejeksiyon patogenezindeki rolii ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir. Degerlendirmede 151k mikroskopiye yansimayan erken lezyonlarin
tanisinda elektron mikroskopik inceleme onemli rol oynamaktadir. Banff smiflamasinda
elektron mikroskopi transplant glomeriilopatisinde cgl/a gibi erken lezyonlarin
skorlanmasinda ve peritubuler bazal membran multilamellasyonun (ptcml) belirlenmesinde
yer alir.

Bu calismada amacimiz CD163 ekspresyonu gdsteren monosit/makrofajlar ile CD56
ekspresyonu gosteren NK hiicrelerin bdbrek transplant biyopsilerinde, AAR olgularinda
glomeriiler kapillerler ve peritubuler kapiller liimenleri i¢inde yer alan inflamatuvar hiicre
infiltrasyonundaki oraninin/miktarmin rejeksiyon, histolojik parametreler ve prognoz ile
iligkisini aragtirmak ve elektron mikroskopik olarak belirlenen glomeriilit, cgla ve ptcml!
varligint  degerlendirmek ve bu wverileri histopatolojik ve prognostik veriler ile
karsilagtirmaktir.

Gere¢ ve yontem: 2013-2018 yillar1 arasinda Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali'nda AAR ve/veya THAR tanis1 almig 85 hastaya ait 161 transplante bobrek
indikasyon biyopsisinde intraluminal ve interstisyel inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
immiinhistokimyasal olarak CD56/CD34 ve CD163/CD34 dual belirtecleri ile arastirildi.
Elektron mikroskobik olarak glomeriilit, cg, ptcml ve bu lezyonlarla iliskili parametrelerin
varligi ve derecesi degerlendirilerek bu veriler histopatolojik ve prognostik verilerle
karsilagtirildi. Tiim biyopsiler yeniden degerlendirilerek lezyonlar gilincel Banff 2019
siiflamasina gore yeniden skorlandi.

Bulgular: Hastalarin 53’1 (%62,3) erkek, 32’si (%37,6) kadindi. Transplantasyonlarin
69’u (%80,2) canli donorlerden gerceklestirilmis olup biyopsilerin %83’{i transplantasyon
sonras1 >12. ayda yapilmisti. Biyopsi sonrasi takip siiresi 25 (0-93) aydi (medyan). Otuz {i¢
(%48,5) hastada graft kaybi goriildii. Banff lezyon skorlarinin ortalamalar1 0,16 ile 1,78
arasindaydi. Olgularin %61,6’sinda DSA, %60,7’sinde PRA pozitifti. Olgularin 31’inde



(%19,7) rejeksiyon saptanmadi. Rejeksiyon tanisi alan 126 olgunun 56’°s1 (%35,7) AAR ve
AAR siiphesi, 38’1 (%24,2) THAR, 32’si (%20,4) mikst rejeksiyon tanisi aldi.

CD163 immiinhistokimyasal incelemesi 131 (%18,6) biyopsiye uygulandi. CD163
antikoru ile interstisyel boyanma skoru 30 vakada (%22,9) skor 0, 58 vakada (%44,3) skor 1,
29 vakada (%22,1) skor 2, 14 vakada (%10,7) skor 3 olarak degerlendirildi. CD163 ile
interstisyel boyanma skoru> 2 olan olgularda skor<2 olanlara gore i, #, ct, ci ve t-IFTA
skorlar1 daha yiiksek bulundu (p<0,05). Glomeriillerde izlenen CD163 pozitif hiicrelerin
sayis1 rejeksiyon izlenmeyen grup ile AAR grubu, rejeksiyon izlenmeyen grup ile mikst
rejeksiyon grubu ve AAR grubu ile THAR grubu arasinda anlamli derecede farkli bulundu
(p<0,05). AAR ve mikst rejeksiyon gruplarinda glomeriillerin tiimiinde ve mezengiyumda
daha yiiksek CD163 pozitif hiicre saptandi (p<0,001). Biiyiik biiyiitme alan1 (BBA) basina
diisen peritubuler kapiller intrakapiller CD163 pozitif hiicre sayist ve limen icindeki
maksimum pozitif hiicre sayisi akut AAR’de kronik AAR’ye kiyasla yiiksek bulundu (p
<0,05). Glomeriilde saptanan toplam ve mezengiyal CD163 pozitif hiicre sayisi ile g, ptc ve

cg arasinda korelasyon saptand1 (rho >0,3 ve p <0,005).

CD56 immiinhistokimyasal incelemesi 117 olguda gergeklestirildi. interstisyel alanda
CD56 pozitivitesi 16 (%13,4) biyopside saptandi. i skoru >2 olan biyopsilerde interstisyel
hiicrelerde CD56 pozitifligi saptanirken, mm>1 olan grupta CD56 pozitifligi diisiik oranlarda
izlendi (p<0,05). CD163 ile saptanan sonuclar ile CD56 ile interstisyel alanda pozitif hiicre
varlig1 arasinda herhangi bir iligki saptanmadi (p>0,05).

Elektron mikroskopide 33 hastaya ait 53 adet (9%32,9) biyopsi degerlendirildi. Otuz iki
(%71,1) biyopside glomeriilit, bunlarin 26’sinda kapiller liimenlerde okliizyon goriildii. 29
(%64,4) biyopside endotelde sisme, 35 (%77,8) biyopside lamina rara internada lusensi artist,
21 (%46,7) biyopside subendotelyal tiiylimsii materyal varligi, 38 (%84,4) biyopside
fenestrasyon kaybi, 22 (%28,8) mezengiyal interpozisyon, 10 (%22,2) biyopside >1
peritubuler kapillerde >7 multilamellasyon, 18 (%40) biyopside >1 peritubuler kapillerde >5
multilamellasyon saptandi. Banff lezyon skorlar1 g, cg, ptc ve CD163 pozitif glomeriiler
hiicreler ile elektron mikroskopik bulgular arasinda anlamli iliski bulundu (p<0,05). Banff
lezyon skorlar1 ¢g0, cgla ve >cglb olan olgularin CD163 immiinhistokimyasi ile glomertil
basina mezengiyal, intrakapiller ve toplam makrofaj sayisi, peritubuler kapillerlerde BBA
basina intrakapiller CD163 pozitif makrofaj sayisi gruplar arasinda anlamli dlglide farkl

bulundu (p<0,05). DSA sonucu ile en siddetli multilamellasyon gdsteren peritubuler



kapillerdeki lamel sayis1 ve ptcml skoru arasinda korelasyon bulundu (rho ve p degerleri

strastyla: 0,658 ve 0,010; 0,523 ve 0,055).

Banff lezyon skorlar1 ah, mm ve i graft kaybi izlenen hastalarda daha yiiksek saptandi
(»<0,05). CD163 immiinhistokimyasi ile interstisyel inflamasyon skoru 2-3 olan olgularda
graft kaybi, skor 0-1 olan olgulara kiyasla daha yiiksek bulundu (p=0,04) (Odds orani: 7,08
[1,68-29,76]).

Sonu¢: Sonu¢ olarak, calismamizda rejeksiyon alt gruplarinin histopatolojik olarak
farkli gruplart olusturdugu gosterildi ve CD163 antikorunun bu alanda farkli amagclar ile
kullanimi agisindan yeni bir bakis acgis1 ortaya atildi. CD56 antikor pozitifliginin
rejeksiyonlarda dokuda beklendigi kadar yiiksek sayilarda olmadigi, bu verinin serilere gore
degiskenlik gosterebilecegi goriildii. Rejeksiyon gelisiminde tim kompartmanlardaki
inflamatuvar reaksiyonun fibrotik siirecleri tetikledigi ve graft kaybina yol agtig1 goriildii. Bu

nokta tedavi karar1 verirken kar-zarar dengesi gozetilerek dikkate alinmalidir.



II. ABSTRACT

Aim: Renal transplant rejection develops in two different pathways: T cell mediated
rejection (TCMR) and antibody mediated rejection (AMR). The diagnosis is rendered based
on the Banff classification system. Various studies demonstrated the role of natural killer
(NK) cells, part of the innate immune system, and macrophages in graft dysfunction and
rejection pathogenesis. Electron microscopic examination poses an essential role in detecting
early lesions, otherwise absent in light microscopy. Banff classification system recognizes the
use of electron microscopy in determining early lesions of transplant glomerulopathy, such as
cgla, and peritubular capillary basement membrane multilamellation (ptcm/).

In this study, we aim to investigate the relationship between the density of CD163
expressing monocyte/macrophages and CD56 expressing NK cells in the inflammatory
infiltration localised within the glomerular and peritubular capillary lumina in renal transplant
biopsies diagnosed as AMR, and histological parameters and prognosis; and to evaluate
electron microscopic glomerulitis, cgl/a and ptcml lesions and their correlations with
histopathologic and prognostic data.

Materials and Methods: Intraluminal and interstitial inflammatory cell infiltration was
investigated by immunohistochemistry for CD56/CD34 and CD163/CD34 dual markers in
161 renal transplant indication biopsies of 85 patients, diagnosed as AMR and/or TCMR at
Istanbul Faculty of Medicine between 2013-2018. The presence and severity of glomerulitis,
cg, ptcml, and related lesions were examined under electron microscopy and compared to
histopathological and prognostic data. All biopsies were reevaluated and the lesion scores
were updated according to the current 2019 Banff classification.

Results: Fifty-three (62.3%) patients were male and 32 (37.6%), female. Sixty-nine
(80.2%) transplantations were from living donors, and 83% of biopsies were performed >12
months posttransplant. Follow-up time was 25 months (0-93) (median). Thirty-three patients
showed graft loss (48,5%). Averages of Banff lesion scores ranged between 0.16 and 1.78.
DSA was positive in 61.6% and PRA was positive in 60.7% patients. No rejection was
detected in 31 (19.7%) biopsies. In 126 biopsies with a diagnoses of rejection, 56 (35.7%) was
diagnosed as AMR/suspicious for AMR, 38 (24.2%) as TCMR, and 32 (20.4%) as mixed

rejection.

CD163 immunohistochemical analysis was applied on 131 (18,6%) biopsies. Interstitial
CD163 antibody positivity was evaluated as score 0 in 30 (22.9%) cases, score 1 in 58
(44.3%), score 2 in 29 (22.1%), and score 3 in 14 (10.7%). Lesion scores i, ti, ct, ci, and ¢-



IFTA were higher in biopsies with an interstitial CD163 positivity score >2, compared to the
group with score <2 (p<0.05). The number of CD163 positive cells in glomeruli was
significantly different between no rejection and AMR groups, no rejection and mixed
rejection groups, and AMR and TCMR groups (p<0.05). The numbers of total and mesengial
CD163 positive cells were higher in AMR and mixed rejection groups (p<0.001). The
number of CD163 positive intracapillary cells within peritubular capillary lumina per high-
power field (HPF) and the maximum number of CD163 positive intraluminal cells were
higher in acute AMR, compared to chronic AMR (p <0.05). The numbers of total and
mesengial CD163 positive cells in glomeruli were correlated with g, ptc and cg lesions (rho

>0,3 and p <0.005).

CD56 immunohistochemistry was applied on 117 biopsies. Sixteen (13.4%) biopsies
showed interstitial positivity for CD56. Whereas biopsies with an i score >2 showed more
CD56 positive cells in the interstitium, the group with mm score >1 showed lower CD56
positivity(p<0.05). No relationship between CD163 immunohistochemistry results and the
presence of interstitial CD56 positivity was found (p>0.05).

Fifty-three biopsies (32.9%) of 33 patients were evaluated under electron microscopy.
Glomerulitis was detected in 32 biopsies (71.1%), out of which, 26 also showed occlusion in
capillary lumina. Endothelial swelling was detected in 29 (64.4%) biopsies, increased
lucency of lamina rara interna in 35 (77.8%), subendothelial fluffy material in 21 (46.7%),
loss of fenestration in 38 (84.4%), mesengial interposition in 22 (28.8%), >7 layers of
multilamellation in >1 peritubular capillaries in 10 (22.2%), and >5 layers of multilamellation
in >1 peritubular capillaries in 18 (40%). Banff lesion scores g, cg, ptc and CD163 positive
glomerular cells showed significant correlation with electron microscopic findings (p<0.05).
The numbers of CDI163 positive mesengial, intracapillary and total macrophages per
glomerule and the number of CDI163 positive macrophages within peritubular capillary
lumina per HPF were significantly different within groups of Banff lesion scores cg0, cgla
and >cglb (p<0.05). DSA scores were correlated with the number of layers in the most
severely affected peritubular capillary and the ptcm/ score (rho and p values, respectively:

0.658 and 0.010, 0.523 and 0.055).

Banff lesion scores ah, mm and i were higher in patients with graft loss (p<0.05). Graft
loss was higher in patients with an interstitial inflammation score 2-3 on CD163
immunohistochemical examination, compared to patients with a score of 0-1 (p=0.04) (Odds

ratio: 7.08 [1.68-29.76]).



Conclusion: To conclude, our study showed that rejection subcategories correspond to
distinct histopathological groups and postulated a novel perspective for an alternative utility
of the CD163 antibody. CD56 antibody positivity in tissues was lower than expected in
rejection and this parameter may yield different results in other series. It was demonstrated
that inflammatory reaction in all compartments may trigger a fibrotic response and result in

graft loss. This should be considered in profit and loss balance in therapy decisions.
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I. GIRIS

Bobrek transplantasyonu, son donem bdbrek yetmezligi hastalarinda 6nde gelen tedavi
yontemidir. Immiinsiipresif tedaviye ragmen hastalarin yaklasik %10’unda rejeksiyon
goriilmektedir. Hastalarin klinik izleminde rejeksiyon siiphesi uyandiran durumlarin
varliginda (serum kreatinin diizeyinde aciklanamayan yiikseklik, yeni baslayan veya artan
proteiniiri gibi) indikasyon biyopsileri uygulanir (1). Bobrek transplanti indikasyon
biyopsilerinin histopatolojik degerlendirilmesi 151k mikroskopi, immiinfloresan mikroskopi ve
miimkiinse elektron mikroskopi altinda  gerceklestirilir. Rutin  histokimya ve
immiinhistokimya yontemlerinden de yararlanilir.

Rejeksiyon tanisinda Banff siniflandirma sistemi adi verilen bir derecelendirme
sisteminden yararlanilmaktadir. Bu smiflandirma sisteminde yer alan lezyonlarin bir kismi
aktivite, bir kismu ise kronisite gdstergesi olarak kullanilmaktadir. interstisyel inflamasyon,
tubulit, intimal arterit, glomeriilit ve peritubuler kapillarit aktif lezyonlar arasinda
sayilabilirken; interstisyel fibrozis, tubuler atrofi, mezengiyal matriks artisi, transplant
glomeriilopatisi ve peritubuler kapiller bazal membran multilamellasyonu kronik lezyonlar
arasinda yer alir (2). Banff siniflamasi bu lezyonlarin dagilim, birliktelik ve siddetine dayanan
bir siniflama olup rejeksiyon tanisinda standardizasyon saglamay1 amaglamaktadir (3).

Rejeksiyon, altta yatan patogenetik mekanizmaya gore T hiicre aracili rejeksiyon
(THAR) ve antikor aracil rejeksiyon (AAR) olarak ikiye ayrilir (4). Interstisyel inflamasyon,
tubulit ve intimal arterit gibi lezyonlar akut THAR i¢in uyaric1 olurken, endotel hasarin
yansitan glomertilit ve peritubuler kapillarit gibi bulgular AAR’ye isaret etmektedir (5).
Ancak lezyonlarin rejeksiyon tiplerine spesifik olmamasi ve Ortligmesi nedeni ile ayirici
tanida gligliikler yasanmaktadir.

Rejeksiyon arastirmalarinda dogal ve kazanilmis immiinite arasindaki iliski dnemli rol
oynamaktadir. Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler ve makrofajlar dogal immiinitenin énemli bir
parcasidir. Cesitli calismalarda NK/T hiicreleri ve makrofajlarin graft disfonksiyonu ve
rejeksiyonda rolii olabilecegi one siiriilmiistiir, ancak bu konudaki aragtirmalar sinirlidir (6,7).
NK hiicreler ve NK/T hiicreler CD56 ekspresyonu gosterirken, CD163 ekspresyonu
monosit/makrofaj differansiasyonunun bir gostergesi olarak kullanilir (8). Bu ¢alismamizda
bobrek transplant biyopsilerinde, AAR olgularinda glomeriiler kapillerler ve peritubuler

kapillerler liimenleri i¢inde yer alan inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda CD56 ve CD163+



hiicre oraninin/miktarmin rejeksiyon, histolojik parametreler ve prognoz ile iliskisini
arastirmay1 amagcladik. inflamatuvar hiicrelerin kapiller liimenler i¢i yerlesimini net olarak
ortaya koymak amaciyla inflamatuvar hiicre alt tip belirtecleri (CD56, CD163) yanisira ayni
kesitte endotel hiicre belirtecinin (CD34) de uygulanabildigi dual boyanma yontemi planladik.

Elektron mikroskopik inceleme ise heniiz 151tk mikroskopiye yansimayan erken
lezyonlarin saptanmasinda tanida yardimci bir yontemdir.  Banff smiflamasi 2013
giincellemesinde, transplant  glomeriilopatisi ~ skorlamasinda, elektron mikroskopik
incelemenin erken lezyonlarin (cgl/a) saptanmasindaki yeri tanimlanmistir (9). Banff
raporunun 2019 giincellemesinde ise rejeksiyon tanisinda elektron mikroskopik incelemenin
onemi daha c¢ok vurgulanmis, raporlamada yer almasi gerektigi belirtilmistir (2). Kronik
histomorfolojik lezyonlar arasinda yer alan peritubuler kapiller bazal membran
multilamellasyonu da elektron mikroskopi ile degerlendirilebilen baska bir lezyondur. Bu
calisgmamizda ayrica elektron mikroskopik incelemenin miimkiin oldugu olgularda elektron
mikroskopik olarak belirlenen glomeriilit, erken transplant glomeriilopatisi ve peritubuler
kapiller bazal membran multilamellasyonu varligini ve yogunlugunu degerlendirmeyi ve bu
verileri histopatolojik ve prognostik veriler ile karsilastirmay:r amagladik. Rejeksiyon i¢in
tanimlanan mikroskopik lezyonlarin her iki rejeksiyon tipinde Ortiismesi nedeni ile THAR
olgular1 da karsilagtirma grubu olarak calismaya dahil edildi.

Calismamizda amacimiz 2013-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali’'nda AAR ve/veya THAR tanisi almis yaklasik 161 olguda
intraluminal ve interstisyel inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu immiinhistokimyasal olarak
CD56/CD34 ve CD163/CD34 dual belirtecleri ile arastirmak ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyon ve yogunlugunu histopatolojik ve prognostik verilerle karsilastirmaktir. Ayrica
elektron mikroskopik incelemenin miimkiin oldugu olgularda elektron mikroskopik olarak
belirlenen  transplant  glomeriilopatisi ve peritubuler kapiller bazal membran
multilamellasyonu varligim1 ve derecesini degerlendirerek bu verileri histopatolojik ve

prognostik verilerle karsilastirarak elde edilen sonuglarla literatiire katk: saglamaktir.



II. GENEL BILGILER

BOBREK TRANSPLANTASYONU

A. Temel Bilgiler

Bobrek transplantasyonu son donem bobrek hastalifinda yasam kalitesi ve sag kalimi
onemli Ol¢iide artiran maliyet etkin bir tedavi yontemidir (10). Her y1l tiim Diinya’da binlerce
bobrek transplantasyon operasyonu yapilmakta, buna karsin halen binlerce hasta dondr
beklemektedir (11). Genel sag kalim miikemmel olmasina ragmen hastalarin bir kisminda
graft disfonksiyonu goriilebilir ve tedavisi temel olarak transplant bdbrek biyopsisi
bulgularina dayanmaktadir (12). Bu biyopsilere siirli bir zaman iginde yanit verilmesi
gerekliligi ve tedavi segeneklerinin etkin ve ¢esitli olmasina ragmen tedavi basarisinin tani

dogruluguna dayanmasi patologlar i¢in oldukca zorlayici olmaktadir (13).
B. Tarihce

Tarihteki ilk bobrek tranplantasyon demonstrasyonu Emerich Ullmann tarafindan 7
Mart 1902°de gergeklestirilmistir (14). Ullmann bir kopegin boyun bolgesine bobrek
ototransplantasyonu gerceklestirmis ve cilde agizlastirdigi lireterden 5 giin boyunca idrar
geldigini gostermistir (15). Ayn1 zamanlarda Alexis Carrel glinlimiizde de ¢okga kullanilan
vaskiiler anastomoz tekniklerini gelistirmis ve 1912 yilinda Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir
(16). Takip eden yillarda domuz ve maymun gibi ¢esitli hayvanlardan insanlara bobrek nakli
denenmis ancak klinik agidan basarisizlikla sonuglanmistir (13).

Yu Yu Voronoy 1936 yilinda bir insandan ilk bdbrek transplantasyonunu
gerceklestirmis olup operasyon sonrasi donor kaybedilmis, hastada ise akut bobrek yetmezligi
gelismistir. Bu nakil ABO uyumsuz olup (B’den O’ya) bdbrek higbir zaman islev
gostermemistir, ancak 2 giin sonra yapilan otopside damar anastomozlariin saglam durumda
oldugu goriilmiistiir (17).

David Hume, Charles Hufnagel ve Ernest Landsteiner 1945 yilinda kadavradan insana
ilk bobrek naklini gerceklestirdiler. Canlidan ilk bobrek nakli ise N. Oeconomos ve J.
Hamburger tarafindan 1952 yilinda gerceklestirildi. Bir anneden ogluna nakledilen bdbrek
immiinsiipresyon olmadan 21 giin boyunca islev gordii (18). Cerrahi tekniklerde ustalagilmasi
sonucunda tek yumurta ikizlerinden nakil yapilmasi fikri dogdu, bdylece immiinsiipresyon
gerekmeyecekti. Bunun 6rnegi olan ilk ameliyat 23 Aralik 1954’te David Hume, Joseph
Murray ve Hartwell Harrison tarafindan gerceklestirildi ve hasta rekiirren hastalik nedeniyle

hayatin1 kaybedene kadar yeni bobregi ile 8 y1l boyunca yasadi (19).



10

Bobrek naklinin klinikte yaygin bir tedavi yontemi haline gelmesi ancak altta yatan
immiinolojik mekanizmalar aydinlatildiktan ve rejeksiyonu engellemenin yontemleri
bulunduktan sonra oldu. ilerleyen yillarda immiinsiipresif ajanlar kesfedildi ve bobrek
naklinde kullanimlar1 olduk¢a basar1 kazand1 (20, 21).

Bobrek graftlar iizerine yazilmis olan patoloji literatiir birikimi ise 1926’da Mayo
Clinic’te Carl Williamson’un bir kdpekteki allograft rejeksiyonunu fotograflamasi ile basladu.
Williamson biyopside belirgin “lenfositik infiltrasyon” ve “glomeriilit” oldugunu belirterek
graft kaybini “atipik glomeriiler nefrit” ile iliskilendirdi (22). Daha sonra, radyoisaretleme
yontemi ile bu hiicrelerin alici kaynakli oldugu belirlendi (23). Bir hastadan alinan ilk bobrek
transplant biyopsi Ornegi ise 1952 yilinda 21 giin boyunca islev goren bobrege aittir. Bu
biyopsinin yillar sonra tekrar degerlendirilmesi sonucunda kombine T hiicre aracili ve antikor

aracili rejeksiyon bulgular1 saptanmistir (24).
C. Cerrahi Prosediir

Donor bobregi ¢ogunlukla sag iliak fossaya yerlestirilir. Bu durumun teknik agidan,
gozlem ve biyopsi kolaylig1 agisindan avantajlari vardir. Ana renal arter u¢-uca anastomoz ile
sag hipogastrik artere baglanir. Renal ven iliak vene “uc-yan” baglanir. Ureter igin iki
alternatif teknik bulunur: Ya dondr {ireteri alicinin mesanesine ya da dondr pelvisi alicinin

iireterine anastomozlagtirilir (13).
D. Standart Immiinsiipresif Tedavi

Standart protokolde kalsindrin inhibitorleri (CNI) (siklosporin ve takrolimus) tedavinin
bel kemigini olusturur ve siklikla kortikosteroidler ile (prednizolon veya prednizon) ve
mikofenolat mofetil (MMF) veya azatiyoprin (AZA) ile kombine edilir (li¢lii tedavi). Tiim bu
ilaglarin immiinsiipresyon ile iligkili potansiyel komplikasyonlar1 bulunmaktadir, bir kismi1

ozellikle kalsindrin inhibitorleri nefrotoksisiteye de yol agar (13).
E. Bobrek Transplantasyonunda Klinik Seyir

Graft seyri hem graftin kaynagina (kadavra, canli-akraba, canli-akraba dis1) hem de
donor ve alict arasindaki histokompatibiliteye baglidir (25). Son iki on yilda graft ve hasta sag

kalim egrileri anlamli 6lgilide iyilesmistir (26).
F. Bobrek Transplantasyonunda Immiinoloji

Immiinoloji alaninda 6zellikle son 20 yildaki gelismeler transplant immiinolojisindeki

kavramlarin da aciklik kazanmasmi saglamistir (27). Bagisiklik sisteminin  Major
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Histocompatibility Complex (MHC) olarak tanimlanan gen bdlgesi organizmanin kendinden
olan ve olmayan1 ayirt edebilmesi i¢in gerekli olan doku antijenlerini kodlar. Bu gen bolgesi
ilk olarak farelerde tanimlanmis olup insanda 6. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir (28,
29). MHC molekiillerini kodlayan genler olduk¢a fazla sayida olup pleomorfizm
gostermektedir. Bu bolge lokositlerde Human Leukocyte Antigen (HLA) bdlgesi olarak
adlandirilir (27). Transplantasyon oncesinde capraz karsilastirma (“cross-match’) caligsmalari
ile alic1 ve dondre ait anti-HLA antikorlar taranarak olasi immunolojik komplikasyonlar en

aza indirgenmeye caligilir.
G. Bobrek Transplantasyonunda Canh ve Kadavra Donérler

Izograftlar: Tek yumurta ikizleri arasinda gergeklesir. Immiinolojik rejeksiyon
goriilmez ve immiinsiipresyon gerekmez. Izograftlar siklikla orijinal hastaligin rekiirrensi
nedeniyle kaybedilir (13).

HLA-idantik graftlar: Kardesler arasinda gergeklesir. Kromozom 6’da idantik major
histokompatibilite kompleks (MHC) genleri bulunur. Bu hastalarin 5-yillik sag kalimlar
olduke¢a yliksektir. Akut THAR, nadiren AAR gelisir (30-33). Bu durum gostermektedir ki
MHC dis1 antijenler akut THAR gelisimini uyarir ancak kronik rejeksiyonda etkileri daha
azdir.

HLA-haploidantik graftlar: Ebeveyn, ¢ocuk ve kardesler arasinda gerceklesir. Bir
MHC lokusunu igeren ortak kromozom 6 bolgesi bulunur, ancak diger MHC ve MHC dist
antijenler farklilik gosterir. Graft yar1 dmriintin HLA idantik graftlardan ¢ok daha diisiik
olmas1t MHC’lerin kronik rejeksiyondaki immiin yanittaki 6nemini géstermektedir (13).

Canh akraba dis1 dondr: Tedavi basaris1 haploidantik graftlar ile yaklasik esit olup
MHC uyumsuzlugu 6zellikleri benzer olan kadavra donorlere oranla daha iyidir (13).

Kadavra dondrler: Diinyada en sik kullanilan transplantasyon tipidir. HLA-A, HLA-
B, HLA-DR uyumsuzlugu sifir oldugu kosulda uzun donem graft yart Omrii canh

dondrlerdekine esittir (13).
H. Graft Sag kalhhmin Etkileyen Faktorler

Kullanilan immiinsiipresyonun tipi, transplante edilen bobregin kaynagi, MHC uyum
durumu ile akut rejeksiyon epizodlari, presensitizasyon, post-transplant diyaliz ihtiyaci, donor
ve alic1 yas ve 1rki ve transplant merkezi de graft sag kalimini etkilemektedir. Primer hastalik

da rekiirrens ve ekstrarenal komplikasyonlar nedeniyle graft sag kalimimn etkilemektedir (13).
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BOBREK ALLOGRAFT BiYOPSISI

A. Tamsal Deger

Graft disfonksiyonun nedenini belirlemek igin bobrek allograft biyopsisi altin
standarttir. Graft disfonksiyonu transplant sonrasi erken donemde hastalarin %30’unda, ilk
yildan sonra ise hastalarin %2-4’linde gelismektedir (12, 34). Akut rejeksiyon, akut tubuler
nekroz, Polyoma viriis nefropatisi, trombotik mikroanjiopati, orijinal hastaligin rekiirrensi,
siklosporin toksisitesi ve kronik rejeksiyon tanilari transplant biyopsi ile konabilir. Biyopsi

sonuclar1 hastalarin %36’sinda (%27-46) klinik taniy1, %59’unda tedaviyi degistirir (13).
B. Yeterlilik

Onerilere gore transplante bobrek biyopsisinde 7 adet sklerotik olmayan glomeriil ve 2
arter (2 veya daha fazla medial tabaka igeren) bulunmalidir. Yeterliligi asil belirleyen ise
goriilen lezyonlarin niteligidir. Glomeriil olmasa bile tek bir arterde endarterit goriilmesi akut
rejeksiyon tanisi i¢in yeterli olabilir. Buna karsin 10 glomeriil iceren ve minimal infiltrasyon

bulunan genis bir korteks alani rejeksiyon tanisini dislatmaz (35).
C. Bobrek Allograft Biyopsilerine Yaklasim

Klasik olarak iki adet kor biyopsi elde edilir ve bu korlar biiyiik boliimii 151k mikroskopi
amagcli olmak tizere hem 151k mikroskopi ve hem immiinfloresan mikroskopi i¢in ayrilir. Nakil
sonras1 bir yil ve daha fazla zaman gegen biyopsilerin biiyiik ¢ogunlugundan elektron
mikroskopik inceleme i¢in de Ornek ayrilir. Elektron mikroskopik inceleme ozellikle
glomeriiler hastalik ve kronik rejeksiyon stiphesinde faydalidir (13).

Isik mikroskopik inceleme i¢in ayrilan doku(lar) seri kesitler alinarak Hematoksilen
Eozin, Masson Trikrom, periyodik asit sift (PAS), metanamin glimiis (Jones) histokimyasal
boyalart ile incelenir (36). Elde edilen kesitler interstisyel hiicre infiltrasyonunun natiirii ve
derecesi (aktive mononiikleer hiicreler, 6dem, intrakapiller hiicreler); arteriyel ve arteriyolar
lezyonlar (endarterit, miyozit nekrozu, trombiis, nodiiler hiyalen degisiklikler); tubuler hasar
ve inflamasyon (tubulit), viral inkliizyon cisimleri ve glomeriiler lezyonlar agisindan
degerlendirilir. Tiim biyopsiler immiinhistokimyasal veya immiinfloresan yontem ile C4d ve
imminfloresan yontem ile IgG, IgA, IgM, C3, lambda, kappa, albiimin ve fibrinojen
antikorlart ile incelenir (13). Ayrica BK virlis ile capraz reaktivite veren Simian viriis-40

(SV40) antikoru ile immiinhistokimyasal boyama yapilmasi 6nerilmektedir (36).
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D. Banff Siniflamasi Kriterleri ve Lezyon Skorlama Sistemi

Yillar i¢inde gesitli siniflama sistemleri onerilmis olup giiniimiizde en yaygin kullanilan
siiflama sistemi Banff sistemidir. Bu smiflamanin temelleri Kanada’nin Banff kentinde
atilmis olup rutin tamda kullanilacak bir konsensiis olusturulmasi amaclanmistir (3). Ilk
konsensiis toplantist 1991 yilinda gergeklestirildiginden beri Banff smiflamasi bdbrek
allograft biyopsilerinin raporlanmasinda rol gosterici olmustur. Banff siniflamasi kendi
alaninda ilk siniflama 6rnegi olup bobrek transplant biyopsi raporlamasinda uluslararasi
konsensiis ihtiyacin1 karsilamis, klinik taniyr yonlendirmis, klinik ve bilimsel ¢alismalar
arasinda anlamli bir koprii gorevi gérmiistiir (36).

Banff lezyonlarmin skorlamasi oncelikle rejeksiyonda goriilen tanisal ozelliklere
odaklanarak bdbrek transplant biyopsilerinin farkli kompartmanlarindaki histopatolojik
degisikliklerin varligin1 ve derecesini degerlendirir. Banff lezyonlarinin skorlar1 tek basina
tanisal kategorilere karar vermek i¢in yeterli degildir, tan1ya giderken ek tanisal parametrelere
(histopatolojik, molekiiler, serolojik ve/veya klinik) ihtiya¢ duyulur (36). Her bir kategoriye
ait skorlarin kombinasyonu ile akut ve kronik rejeksiyon ve bunlarin ¢esitli alt kategorileri
belirlenir (36).

Rejeksiyon kriterleri kesin olmayip standart immiinsiipresif tedavi altindaki hastalarda
klinikopatolojik korelasyona dayanmaktadir. Ilaglar rejeksiyonun mikroskopik gériiniimiinii
modifiye edebilir. Ornegin siklosporin inflamatuvar infiltrasyonun ve ddemin siddetini azaltir,
steroidler ise eozinofilleri azaltir (13).

Akut/aktif lezyonlar interstisyel inflamasyon (i), tubulit (¢), intimal arterit (v), glomerulit
(g), peritubuler kapillarit (ptc), peritubuler kapillerlerde C4d boyanmasi1 (C4d) olarak
siralanabilir (2).

Kronik/sklerozan lezyonlar arasinda ise interstisyel fibrozis (ci), tubuler atrofi (ct),
mezengiyal matriks artig1 (mm), arteriyal intimal fibrozis (cv), transplant glomeriilopatisi (cg),
peritubuler kapiller bazal membran multilamellasyonu (pfcml) ve arterioler hyalinizasyon (ah)
bulunur (2).

Total inflamasyon (#i), i-IFTA ve t-IFTA lezyonlari ise akut ve kronik lezyonlar olarak
Banftf 2019 siniflamasinda yer almaktadir (2).

Banff lezyon skorlarina ait 6zellikler su sekilde 6zetlenebilir:

D.1. interstisyel inflamasyon (i)

Skarli olmayan korteks alanindaki inflamasyonun derecesini degerlendirilir.

onontukleer inflamatuvar hiicrelerin %7’si ile belirlenir.
M kl fl t h | %/’si ile belirl
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D.2. Tubulit ()

Kortikal tubuliislerdeki epitel hiicrelerinin arasinda izlenen inflamasyonun derecesini
degerlendirir. Atrofik olmayan tubuluslarda, tubul kesiti basina (veya 10 tubulus epitel hiicresi
basma) diisen mononiikleer inflamatuvar hiicre sayisi belirlenir. Skoru en ¢ok etkilenen
tubulus belirler.

D.3. Intimal Arterit (v)

Arter intimasindaki inflamasyonun varligmi ve siddetini (mononiikleer inflamatuvar
hiicrelerin %’sini) degerlendirir. Endotelit/endarterit de denir. Tek bir hiicre goriilmesi
yeterlidir. En siddetli etkilenen arter skoru belirler.

D.4. Glomeriilit (g)

Glomeriildeki inflamasyon derecesini degerlendirir. Glomeriilit, peritubuler kapillarit ile
birlikte bir mikrovaskiiler inflamasyon formudur. g skoru glomeriilit bulgularinin glomeriiller
icindeki orani ile belirlenir. Glomeriilit bir veya daha fazla glomeriiler kapillerde 16kosit
infiltrasyonu ve endotelyal hiicre genislemesi nedeniyle parsiyel veya komplet okliizyon
olarak tanimlanir. Lokositler polimorfoniikleer ve mononiikleer hiicreleri kapsar. Okliizyona
hem endotel hiicre genislemesi hem de 16kositler katkida bulunmalidir.

D.S. Peritubuler Kapillarit (ptc)

Peritiibiiler kapillerlerdeki inflamasyonun derecesini degerlendirir. pfc, glomeriilit ile
birlikte mikrovaskiiler inflamasyonun bir klomponentidir ve aktif veya kronik aktif antikor
aracili rejeksiyonun bir parcasidir. ptc skorunu en siddetli tutulan peritubuler kapiller belirler.
Peritiibiiler kapillerler tanim geregi kortekste bulunur ve medulladaki es degerleri vaza
rekta’dir. ptc’nin yaygiligi fokal (%10-50) veya diffiiz (>%50) olarak belirtilmelisi dnerilir
ancak bu nihayi skoru etkilemez.

D.6. C4d Boyanmasi

Peritubuler kapiller ve mediiller vaza rekta endotelinde immiinhistokimya veya
immiinfldresan yontem ile C4d boyanmasini degerlendirir. Interstisyel fibrozis/tubuler atrofi
(IFTA) alanlar1 peritubuler kapillerlerde boyanma yogunlugunu azaltir, ancak bu alanlar
degerlendirme disinda degildir. Skorlama lineer ve sirkiimferansiyel boyanma goriilen
kapillerlerin orani ile yapilir. infarkt alanlarinda C4d degerlendirilmemelidir.

D.7. Interstisyel Fibrozis (ci)

Korteksteki interstisyel fibrozisin yayginlik derecesini degerlendirir. Normal kortekste
de %5 oraninda fibroz doku goriilebildiginden, bu oran ¢i0 kategorisinde

degerlendirilmektedir.
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D.8. Tubuler Atrofi (cz)

Kortikal tubuler atrofi alanlarinin ytizdesini degerlendirir. Bu alanlar interstisyel fibrozis
alanlartyla yakindan iliskilidir. ct ve ci skorlari tanisal agidan spesifik olmayip allograft islevi
ve prognozu ile korelasyon gosterir.

D.9. Vaskiiler Fibroz Intimal Kalinlasma (cv)

En ¢ok etkilenmis olan arterde fibroz intimal kalinlagsmanin derecesini belirtir. Tiim
arter lezyonlarinin bir ortalamasi degildir. En ¢ok etkilenen arter limenindeki okliizyon temel
alinir.  Elastik liflerde bozulma, fibrotik intimada inflamatuvar hiicreler, intimada
miyofibroblastik proliferasyon ve kopiiksii hiicreler, neointima olusumu gozlenebilir.

D.10. Glomeriiler Bazal Membraminda Cift Kontiir (cg)

En siddetli etkilenen glomeriildeki glomeriil bazal membranlarinda ¢ift kontér veya
multilamellasyon varlig1 ve bu kapillerlerin oranini degerlendirir. Skorlama PAS veya glimiis
boyama ile yapilmahdir. cg/a kategorisine karar verilebilmesi icin elektron mikroskopi ile
cg0 lezyon dislanmalidir. c¢g>0 ise (cg/a ve 1b dahil) diger nedenler diglandiginda transplant
glomeriilopatisi tanis1 konabilir. cg skoru iskemik veya segmental sklerozlu glomeriillerde
degerlendirilmemelidir.

En erken transplant glomeriilopatisi lezyonunu (cgl/a) taniyabilmek i¢in elektron
mikroskopik incelemeye ihtiya¢ vardir. Bu lezyonlar1 yakalayabilmek i¢in uygun merkezlerde
sensitize olan tiim hastalardan, posttransplant herhangi bir zamanda donér spesifik antikor
(DSA) saptanan, AAR bulgular1 igeren eski biyopsisi olan tiim hastalardan elektron
mikroskopisi i¢in 6rnek alinmasi 6nerilmektedir. Ayrica posttransplant 6. aydan sonra yapilan
tim biyopsilere ve posttransplant 3. aydan sonra yapilan tiim indikasyon biyopsilerinde
elektron mikroskopik inceleme i¢in 6rnek alinmasi onerilmektedir (2).

D.11. Mezengiyal Matrikste Genisleme (mm)

En az orta derecede mezengiyal matriks artis1 gosteren glomeriillerin tiim nonsklerotik
glomeriillere oranin1 degerlendirir. Banff 1997’ye gore orta derecede mezengiyal matriks
artis1 en az iki glomeriiler lobiilde, mezengiyal araliktaki matriksin iki mezengiyal hiicre
genisligini gececek sekilde genislemesi olarak tanimlanmistir ve giincel Banff siniflamasinda
da ayni kriterlerler ile deskriptif bir lezyon olarak tanimlanmaktadir.

D.12. Arteriolar Hyalinozis (ah)

Arterioler hyalinozisin derecesini degerlendirir. Arteriyolde fokal veya cepecevre

hiyalin varligin1 gosterir. ah skoru tanisal bir kategoriye yonlendirmez, deskriptif bir skordur.



D.13. Total inflamasyon (%)
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Kortekste izlenen total inflamasyonun derecesini degerlendirir. Hem fibrotik hem de

fibrotik olmayan tiim korteks alanlarindaki mononiikleer inflamatuvar hiicreler dikkate alinir.

Kronik aktif THAR Grad IA veya IB tanist konmasi igin # ve i-IFTA skorlar1 en az 2

olmalidir.

D.14. IFTA alaminda inflamasyon (i-IFTA)

Skarl1 korteksteki (ci ve ct skoruna denk gelen) inflamasyonun derecesini degerlendirir.

Bu skor ilk kez 2015 yilinda siniflamaya dahil edilmistir.

D.15. iFTA alaninda tubulit (i-iFTA)

Skarl1 korteksteki (ci ve cf skoruna denk gelen) tubulitin derecesini degerlendirir.

Banff lezyon skorlarina ait degerlendirmenin detaylar1 Tablo 1°de 6zetlenmistir:

Tablo 1. Banff lezyon skoru degerlendirilmesi

Banff Lezyon Kisaltma 0 1 2 3
Skoru
ll:ft:;s;‘s;y:; i <%10 %10-25 %26-50 0450
Tubul kesiti veya 10
Tubul kesiti veya | Tubul kesiti veya tubul eplteluh uerest
. . basina >10 hiicre veya
. 10 tubul epitel 10 tubul epitel .
Tubulit t Yok o . . . bagka alanda i>2 ve
hiicresi basma 1-4 | hiicresi bagina 5- s .
.. a t2’ye eslik eden bazal
hiicre 10 hiicre
membran
destriiksiyonu
Transmural ve/veya
. 5 Liimenin Liimenin fibrinoid degisiklik ve
Intimal arterit v M <%?25’inde kayip | >%25’inde kayip mediyada diiz kas
nekrozu
. %25-75
0 0 .
Glomerilit g Yok <%25 glomeriilde glomeriilde >%75 glomeriilde
mevcut mevcut
mevcut
Peritubuler Peritubuler
Peritubuler Cepllbrloainen | Lepllerlbrin e Peritubuler kapiller
Peri . fazla 3-4 adet fazla 5-10 adet
eritubuler kapiller .. .. basina >10 adet olmak
o . ptc olmak tizere olmak {izere > . .
kapillarit basina <3 . . . . iizere kapillerlerin
16kosit kapillerlerin kapillerlerin ~9,10’unda >1 16Kosit
>%10’unda >1 >%10’unda >1 =/0tb unca =1 J0K0st
lokosit lokosit
C4d C4d Yok <%10 %10-50 >%50
e e ci <05 %6-25 %26-50 %50
Tubuler atrofi ct Yok <%25 %26-50 >%50
- = ~ o
Vaslful.er fibroz Liimende <%25 BT G ) Liimende >%50
intimal cv Yok 50 daralma
daralma olusturan daralma olusturan
kalinlasma olusturan
la: Yalnizca
Glomeriil bazal E% .dIe lxll(ar Kapillerlerin Kapillerlerin
membranda cift cg Yok mikr(;skso ide %26-50’sinde >%50’sinde ¢ift
kontor p ¢ift kontiir kontiir

kapiller looplarin
<%25’inde g¢ift
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kontiir
Mezengiyal Y(lelgiya Glomeriillerin Glomeriillerin Glomeriillerin
matrikste mm . <%25’inde orta | %?26-50’inde orta >%50’inde orta
5 mezengiyal
genisleme . derecede derecede derecede
genisleme
Arterioler >1 arteriyolde >1 arteriyolde Cok sayida arteriyolde
.. ah Yok ) g
hyalinizasyon hafif-orta orta-agir agir
_Total i <%10 %10-25 %26-50 %50
inflamasyon
Interstisyel
fibrozis/Tubuler .
atrofi (IFTA) i-IFTA <%10 %10-25 %26-50 >%50
alaninda
inflamasyon
Interstisyel Tubul kesiti veya | Tubul kesiti veya Tubul kesiti veva 10
fibrozis/Tubuler : 10 tubul epitel 10 tubul epitel . cya o
. t-IFTA Yok . . tubul epitel hiicresi
atrofi (IFTA) hiicresi basma 1-4 | hiicresi bagina 5- basina >10 hiicre
alaninda tubulit hiicre 10 hiicre 3

E. Rejeksiyon

Rejeksiyon T hiicre aracili ve antikor aracili olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Banff
siiflamasina gore her iki rejeksiyon tipi i¢in kullanilmasi onerilen algoritmalar Tablo 2’de
gosterilmektedir. Rejeksiyon tanisinda yukarida tanimlar1 verilen Banff lezyon skorlar1 bir alt

tip i¢in spesifik olmayip klinik ve laboratuvar bulgular ile birlikte degerlendirilmelidir.

E.1 T Hiicre Aracih Rejeksiyon

Akut rejeksiyon allograft Omriiniin herhangi bir doneminde gelisebilir. Banff
siiflamasina gore akut THAR tanisi interstisyel inflamasyon, tubulit ve intimal arterit
lezyonlarina dayanmaktadir (9).

Kortikal parankimin %25’inden azim1 tutan hafif, fokal interstisyel inflamasyon
varliginda “borderline degisiklikler” (akut rejeksiyon siiphesi) kategorisi kullanilir. intimal
arterit yoktur veya nadir hafif tubulit odaklar1 vardir. Ayirici tanida interstisyel inflamasyonun
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar veya hipersensitivite reaksiyonu gibi nonimmunolojik
nedenleri dislanmalidir (5).

Tip I veya akut interstisyel hiicresel rejeksiyon édem ve interstisyumda inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ile karakterizedir. Tip IA’da parankimin %25’inden az1 etkilenmis olup
orta derecede tubulit karakteristik bir bulgudur. Tip IB’de parankimin %25’inden fazlasi
etkilenmis olup ¢ok sayida siddetli tubulit odagi bulunur. Siklikla tedaviye yanit iyidir (9).

Tip II akut rejeksiyon herhangi bir derecede interstisyel hiicresel rejeksiyona ek olarak
hafif veya orta derecede intimal arterit ile karakterizedir. Intimal arterit endotelde sisme,
intimada kalinlagma, subendotelyal alanda inflamatuvar hiicreler ile tanimlanir. Intimal arterit

lezyonu liimenin %25 inden fazla bir alan1 kapladiginda Tip IIB olarak tanimlanir (9).
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Banff Tip III akut rejeksiyon grubu siddetli akut vaskiiler rejeksiyonu kapsar. Siklikla
peritubuler kapillerlerde C4d pozitivitesi goriiliir ve antikor-aracili bir komponent igerir.
Siddetli intimal arterit ve transmural arterit goriiliir. Hiicresel infiltrasyonda mononiikleer ve
polimorfoniikleer hiicreler bulunur. Vaskiiler hasar ile iligkili fokal infarkt ve interstisyel
kanama alanlar1 goriilebilir (9).

Kronik T hiicre aracili rejeksiyonda ise “kronik allograft arteriyopati” olarak
adlandirilan, arter kesitinde intimada fibrozis icerisinde mononiikleer hiicrelerin varligi ve
neo-intima formasyonu ile karakterli bir lezyon goriiliir. Kronik AAR’de de benzer damar

lezyonlar1 izlenebilecegi goz oniine alinmalidir (13).

E.2 Antikor Aracili Rejeksiyon

Antikor aracili rejeksiyon ise klinikte dondr spesifik antikorlarin varligi ile yakin iliskili
bir kategoridir. Antikorlarin damar endotellerinde olusturdugu doku hasarinin gosterilmesi ile
tan1 konur. Endotel hasarmin temel gostergeleri glomeriilit ve peritubuler kapillarit gibi

mikrovaskiiler inflamasyon bulgulari ile endotelde C4d ekspresyonudur (37).

Akut AAR’de glomertiler kapillerler ve peritubuler kapillerleri tutan mikrovaskiiler
inflamasyon bulgular1 gériiliir. Infarkt ve tubuler nekroza bagli vaskiiler tromboz olabilir.
Peritubuler kapillerlerde belirgin 16kosit infiltrasyonu goriiliir (13). Morfolojik olarak {i¢
temel kriter bulunur: Akut bobrek doku hasari (tubuler hasar dahil), peritubuler kapillerlerde
inflamatuvar hiicreler, vaskiiler nekroz. Immiinolojik kanit ise peritubuler kapiller endotelinin
en az %10’unda lineer C4d boyanmas1 veya anti-dondr spesifik antikorlarin tespit edilmesidir.
AAR siklikla Tip I ve Tip II T hiicre aracili rejeksiyona eslik edebilir (13).

Kronik AAR’nin tipik glomeriil lezyonu transplant glomeriilopatisidir. Glomeriillerde
lobiiler yapilanma, mesengiyal matriks artisi, mezengiyal interpozisyon, bazal membranda
diizensiz kalinlasma ve c¢ift kontiir gozlenir. Elektron mikroskopik incelemede endotel
hiicrelerinin bazal membrandan ayrilip subendotelyal aralikta graniiler materyal birikimi
gozlenebilir. Peritubuler kapiller bazal membraninda siklikla >7 tabaka halinde
multilamellasyon gozlenir. Olas1 mekanizmalar dondr spesifik veya vaskiiler endotel
antijenlerine kars1 gelisen humoral immiinitedir (13).

Antikor aracili rejeksiyon tanisi i¢in morfolojik bulgular yanisira dokuda antikor aracili
hasar bulgularimin  gosterilmesi ve klinikte dondr spesifik antikorlarin  bulunmasi
gerekmektedir. Bu kriterlerden birinin yoklugunda olgu antikor aracili rejeksiyon agisindan
kuskulu olarak tanimlanmalidir. C4d negatif ve DSA pozitif olgularda toplam g+ptc>2 skor

varlig1 endotel ve antikor aracili hasarin gostergesi olarak kabul edilir (9). Morfolojik olarak
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AAR ile uyumlu ancak DSA negatif veya belirsiz olgularda C4d’nin fokal veya pozitif

bulunmasi AAR tanisi i¢in yeterlidir (38, 39).

Banff tan1 kategorilerine iligskin detayli veriler Tablo 2’de gosterilmistir:

Tablo 2. Banff siniflamasina gore rejeksiyon tani kategorileri

1. Normal biyopsi / non-spesifik degislikler

2. Antikor aracili degisiklikler
e  Aktif rejeksiyon morfolojik bulgular1 olmaksizin C4d birikimi
e  Aktif antikor aracil rejeksiyon

o

O

o

Morfoloji:
= Akut tubuler nekroz benzeri minimal inflamasyon
= Kapiller ve/veya glomeriiler inflamasyon (ptc/g>0) ve/veya tromboz
= Arteriyal (v1-3)
Endotel-antikor hasar gostergeleri:
= (C4d pozitifligi
=  giptc>2
= Artmig gen ekspresyonu
Dondr spesifik antikorlarin varlig

e Kronik aktif antikor aracili rejeksiyon

o

@)
@)

Morfoloji:
=  Transplant glomeriilopatisi
=  Siddetli peritubuler kapiller bazal membran multilamellasyonu
=  Yeni ortaya ¢ikan fibr6z intimal kalinlagma

Endotel-antikor hasar gostergeleri (aktif AAR ile ayni)

Dondr spesifik antikorlarin varligi

e Kronik (inaktif) antikor aracili rejeksiyon

o

@)
@)

Transplant glomeriilopatisi ve/veya siddetli peritubuler kapiller bazal membran
multilamellasyonu

Endotel-antikor hasar gostergelerinin yoklugu

Daha once aktif/kronik aktif AAR tanisinin bulunmasi ve/veya DSA pozitifligi

3. Borderline degisiklikler (Akut T hiicre aracili rejeksiyon kuskusu)

4. T hiicre aracili rejeksiyon

e Akut T hiicre aracili rejeksiyon

O O O O

o

Grad IA: Anlamli interstisyel inflamasyona eslik eden orta dereceli tubulit

Grad IB: Anlaml interstisyel inflamasyona eslik eden siddetli tubulit

Grad IIA: Hafif-orta dereceli intimal arterit

Grad IIB: Orta dereceli intimal arterit

Grad III: Transmural arterit ve/veya lenfositik inflamasyon igeren fibrinoid nekroz

e Kronik aktif T hiicre aracili rejeksiyon

o

o

Grad IA: Anlaml total inflamasyon ve fibrotik kortekste inflamasyona eslik eden, hafif-orta
atrofik tubuluslarda orta dereceli tubulit

Grad IB: Anlaml total inflamasyon ve fibrotik kortekste inflamasyona eslik eden, hafif-orta
atrofik tubuluslarda giddetli tubulit

Grad II: Kronik allograft arteriyopati

5. Polyomavirus nefropatisi

6. Diger

Kisaltmalar: g, glomeriilit; ptc, peritubuler kapillarit; AAR, antikor aracili rejeksiyon; DSA, donor spesifik

antikor
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F. Arastirmada Kullanilan Belirleyiciler ile Tlgili Genel Bilgiler

F.1. CD34

Insan hematopoetik progenitor hiicre antijeni olarak da bilinir. CD34 110-kD agirliginda
bir protein olup hematopoetik sistemdeki embryonik hiicreler, lenfoid ve miyeloid elemanlar
ve endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilir (8). Rutin pratikte siklikla vaskiiler
diferansiyasyon belirteci olarak kullanilir. Endotel diferansiyasyonunu gostermesi agisindan
oldukga sensitif bir belirtectir ve damar endotellerinde eksprese edilir (40).

F.2. CD163

CDI163 175kD agirliginda bir hiicre yiizey glikoproteini olup “scavenger reseptdr
protein” ailesinin bir iiyesidir. Yumusak dokuda yer alan makrofajlarin biiyliik ¢ogunlugu
tarafindan eksprese edilir ve monosit-makrofaj kokenli lezyonlarda, monositik
diferansiyasyon gosteren akut ldsemilerde eksprese edilir. Immatiir monositler, alveoler
makrofajlar ve mikroglial hiicreler tarafindan eksprese edilmez (8).

F.3. CD56

CD56 noral hiicre adezyon molekiilii olarak da bilinir ve NK hiicreleri, glial ve ndronal
hiicreler gibi ¢esitli dokularin yiizeylerinde eksprese edilir (8).

G.Bobrek Transplantasyonu Rejeksiyon Tamsinda Immiinhistokimyasal

Incelemenin Yeri

Literatiirde AAR olgularinda inflamatuvar infiltrasyon olusturan hiicrelerin alt tipleri
giincel bir arastirma konusudur. Cesitli yaymlarda rejeksiyon patogenezinde infiltrasyon
olusturan T hiicre, B hiicre ve makrofaj alt tipleri, immiinhistokimyasal yontemler ile
arastirllmistir (41-45). Bu aragtirmalarin sonucunda CD163 pozitif makrofajlarin i, ¢ ve ptc
gibi Banff lezyonlar ile iligkili oldugu (41), kronik aktif AAR olgularinda interstisyel CD163
pozitif inflamatuvar hiicre infiltrasyonun graft sagkalimi ile ters yonde iliskili oldugu
gosterilmistir (42). Benzer sekilde CD56 ekspresyonu gosteren NK hiicrelerinin de AAR
patogenezi ve graft kaybinda merkezi rol oynadigin1 gosteren calismalar mevcuttur. AAR
olgularinda THAR ve rejeksiyon dis1 tani gruplarma anlamli oranda yiiksek NK hiicresi
bulundugu (46) ve bu infiltrasyonun graft kaybiin prediktorii oldugu gosterilmistir (41, 44).
Ayrica allograft rejeksiyonu bulunan biyopsilerde, stabil graft fonksiyonu gosteren

biyopsilere oranla daha yiiksek CD56 pozitif NK hiicreleri oldugu gosterilmistir (43).

H. Bobrek Allograft Biyopsi Degerlendirmesinde Elektron Mikroskopinin Yeri
Transplant bobrek biyopsilerinde elektron mikroskopik inceleme niiks veya de novo bir

glomeriilonefritin tanisinda yardimei olabilecegi gibi transplant glomeriilopatisine ait ¢esitli
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bulgular1 da gosterebilir (47). Transplant glomeriilopatisi gelisiminde erken donemde endotel
hiicrelerinde vakuolizasyon, hipertrofi, serrasyon, lamina rara internada genisleme gibi
endotel aktivasyon bulgulart gelistigi bildirilmistir. Benzer sekilde hiicre i¢inde mitokondri,
Golgi cisimcigi ve ribozomda artis oldugu gosterilmistir (48). Transplant glomertiilopati graft
disfonksiyonu, kisalmis graft sag kalim1 ve hipertansiyon gelisimi ile iligkili 6zel bir tablodur
(49). Cesitli caligmalarda transplant glomeriilopatisinin ultrastriiktiirel bulgular1 olarak
glomeriil bazal membraninda duplikasyon, mezengiyal hiicrelerde interpozisyon,
subendotelyal genisleme, mezengiyal matriks artisi, peritubuler kapiller bazal
membranlarinda multilamellasyon ortaya konmustur (50-56). Literatiir serilerinde ayrica
dolagimdaki anti-HLA dondr antikorlart ile peritubuler kapiller endotelinde C4d birikimi ve
glomeriilde aktive T hiicre infiltrasyonu arasinda iliski gosterilmistir (51, 57, 58).

Banff smiflamasi 2019 yili giincellemesinde de transplant glomeriilopatisi ve
peritubuler kapiller bazal membran multilamellasyonu lezyonlar1 elektron mikroskopik
degerlendirme kriterleri acisindan daha detayli olarak yeniden tanimlanmis, detayli raporlama

ile ilgili 6neriler giincellenmistir (2).
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BOLUM III
GEREC VE YONTEM
L. Calisma Olgularinin Belirlenmesi ve Hazirlanmasi

Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda bilgisayar
ortaminda olusturulan arsiv kayitlarindaki raporlar incelenerek, 2013-2017 yillar1 arasinda
transplante bobrek igne biyopsi materyallerinde antikor aracili rejeksiyon tanist almig hasta
kayitlarina ulagildi.

Bu kayitlar incelenerek arastirmamizda yer alabilecek 76 adet antikor aracili rejeksiyon
olgusu belirlendi. Kontrol grubu olarak 61 adet T hiicre aracili rejeksiyon tanist almis olgu
secildi. Tespit edilen olgulara ait arsiv materyalini olusturan tiim Hematoksilen-Eozin (HE)
boyali preparatlar tekrar incelenerek giincel Banff siniflamasi kriterlerine gore lezyonlar ve
tanilar revize edildi.

Bu preparatlardan immiinhistokimyasal inceleme i¢in uygun dokular belirlendi. Bu
dokulara ait Hollande soliisyonu ile fikse edilmis olan parafin bloklara Anabilim Dali’mizin
arsivinden ulasildi.

Bu olgulardan elektron mikroskopik inceleme i¢in drnek ayrilmis olan, 34 hastaya ait 54
biyopsinin Epon blok ve gridlerine fakiiltemiz Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
arsivinden ulasildi. Thtiya¢ duyulan olgularda yeni kesitlerle yeni gridler elde edildi ve tiim
olgular transmisyon elektron mikroskopisinde yeniden degerlendirilerek fotograflandi.

Banff lezyonlarindan cgla, ti, i-IFTA ve t-IFTA verileri basta olmak iizere lezyon
skorlart giincellendi. cg/a i¢in Banff siniflamasi 2019 kriterlerine gore elektron mikroskopik
bulgular birlikteliginde degerlendirme yapildi. pfcml! lezyonu i¢in Banff 2013’te tanimlanan
kriterlere gore 0-3 skorlamasi kullanildi.

Tiim olgularin Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 ve Cocuk
Hastaliklar1 Anabilim Dali Nefroloji Boliimleri ile Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Cocuk
Hastaliklar1 Anabilim Dali1 Nefroloji Bolimii’ndeki klinik arsiv kayitlarina ulagildi. Dosyasi
bulunamayan veya uzun siiredir muayeneye gelmedigi belirlenen hastalara telefon edilerek
ulagilmaya calisildi. Hastalarin transplantasyon sonrasi takipleri, doku uyumlari, rejeksiyon

tanilari, tedavileri ve sag kalimlariyla ilgili bilgiler elde edildi.
II. Dual immiinhistokimyasal Yontem

Immiinhistokimyasal degerlendirmenin saglikli yapilabilmesi icin 6ncelikle kontrol

bloklar1 belirlendi. CD34/CD163 dual immiinhistokimyasal incelemesi i¢in histiyositlerden
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zengin olan ve ¢ok sayida damar iceren Hollande fikse normal dalak dokusu, CD34/CD56
icin kii¢iik hiicreli akciger karsinom dokusu segildi. Bu kontrol bloklar1 kullanilarak antikorlar
icin ideal yontem, diliisyon ve inkiibasyon siireleri belirlendi.

Calisma grubumuza ait belirlenen parafin bloklardan immiinhistokimyasal inceleme i¢in
ikiser adet lama 3 um kalinliginda, en az 2 kesit hazirlandi.

Immiinhistokimyasal yontemde kullanilacak olan kesitler ticari olarak temin edilen
pozitif sarjli lamlara alindi. Bu preparatlar 56C etlivde bir gece boyunca bekletilerek
kurutuldu ve kesitlerin bu sekilde yapismasi saglandi. Preparatlar immiinhistokimyasal
yontemin uygulanacagi giine kadar iistii kapali olarak oda sicakliginda bekletildi.

Bir gece etlivde bekletilen lamlar Ventana Medical System-Benchmark XT IHC/ISH
Staining modiile yerlestirildi ve asagidaki prosediirler uygulandi:

I1.A. CD34/CD163 ile immiinhistokimyasal boyama
EDTA ile pH 8’de (CC1) antijen geri kazanim yontemi (98 dakika)

37 derecede primer antikor CD163 inkiibasyonu (32 dakika)
DAB kromojen uygulamasi (8 dakika)

37 derecede primer antikor CD34 inkiibasyonu (16 dakika)
APRed kromojen uygulamasi

Distile su ile yikama

NS kR WD =

Hematoksilen ile zit boyama

I1.B. CD34/CD56 ile immiinhistokimyasal boyama

EDTA ile pH 8’de (CC1) antijen geri kazanimi yontemi (98 dakika)
37 derecede primer antikor CD56 inkiibasyonu (60 dakika)

DAB kromojen uygulamasi (8 dakika)

37 derecede primer antikor CD34 inkiibasyonu (32 dakika)

APRed kromojen uygulamasi

Distile su ile yikama

NS kR WD =

Hematoksilen ile zit boyama
Makineden ¢ikarilan preparatlar oda sicakliginda kurutulup 30 saniye boyunca ksilende
bekletildikten sonra ‘DPX mount” kapatma maddesi ile kapatildu.

Kullanilan immiinhistokimyasal belirteglere ait 6zellikler Tablo 3’te gdsterilmektedir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan immiinhistokimyasal belirteclere ait bilgiler

Kullanima Hazir Antikor Uretici
CD34 — Monoclonal Mouse Antibody Dako
(QBEnd 10)
CD163 — Monoclonal Antibody (10D6) Leica
D56 — Monoclonal Mouse Antibody Dako
(123C3)

III. Dual immiinhistokimyasal Degerlendirme

Inflamatuvar hiicrelerde CD163 ile kahverenkte (DAB kromojen) sitoplazmik boyanma ve
CD56 ile kahverenkte (DAB kromojen) membrandéz boyanma, peritubuler kapiller
endotelinde CD34 ile kirmizi1 renkte (APRed kromojen) membrandz boyanma pozitif
reaksiyon olarak kabul edildi.

II1.A. CD34/163

Biyopsilerde interstisyel inflamasyon alanlarinda yer alan CD163 pozitif hiicre sayilari
semikantitatif olarak degerlendirildi. CD163 pozitif hiicrelerin interstisyumdaki yogunlugu 0-
3 iizerinden skorlandi. Boyanan hiicre bulunmayan biyopsiler skor 0, boyanan hiicrelerin
serpinti halinde bulundugu biyopsiler skor 1, kiigiik biiyiitmeden ¢ok net ayirt edilebilen ve
yer yer gruplasan pozitif hiicrelerin bulundugu olgular skor 2 ve asir1 yogunlasan/kiimelesen
pozitif hiicrelerin dokuda diffiiz olarak bulundugu hiicreler skor 3 olarak adlandirildi. Tim
glomeriillerde hem mezengiyal alanda hem de kapiller limenlerde mevcut olan CD163 pozitif
hiicre sayilar1 belirlendi. Bir kapiller liimende mevcut maksimum CD163 pozitif hiicre sayisi
da ayrica degerlendirildi. Peritubuler kapillerlerde mevcut toplam CDI163 pozitif hiicre
sayilar1 ve bir peritubuler kapillerde mevcut maksimum CDI163 pozitif hiicre sayilari
degerlendirildi. Peritubuler kapiller basina ortalama CD163 pozitif hiicre sayisini1 belirlemek
icin ayrica her biyopsideki biiyiik biiylitme alan1 (BBA) sayildi1 ve toplam peritubuler kapiller
liimen i¢i say1s1 toplam BBA alanina boliinerek ortalamalar belirlendi.

I11.B. CD34/56

Biyopsilerde interstisyel inflamasyon alanlarinda yer alan CD56 pozitif hiicre sayilari
degerlendirildi. Tiim glomeriillerde mezengiyal alanda veya kapiller liimenlerde mevcut olan
CD56 pozitif hiicre sayilari belirlendi. Peritubuler kapillerlerde mevcut toplam CD56 pozitif
hiicre sayilar1 ve bir peritubuler kapillerde mevcut maksimum CD56 pozitif hiicre sayilari

degerlendirildi. Peritubuler kapiller basina ortalama CD56 pozitif hiicre sayisini belirlemek
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icin ayrica her biyopsideki biiyiik biiylitme alan1 (BBA) sayildi1 ve toplam peritubuler kapiller

liimen i¢i say1s1 toplam BBA alanina boliinerek ortalamalar belirlendi.
IV. Elektron Mikroskopik Yontem

Elektron mikroskopik inceleme icin 6rnek almmus olgularin Istanbul Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali arsivindeki hazir gridleri JEOL 1011 transmisyon
elektron mikroskopu ile yeniden degerlendirildi.

Bu degerlendirmede kesitte mevcut olan bir-iki glomeriiliin tamami x5000 biiyiitme ile
fotograflandi. Glomeriil g¢evresinden baslayarak perifere dogru mevcut olan peritubuler
kapillerler arastirildi. Bu kapillerler once x5000’lik biiylitme ile sonrasinda x10000’lik
bliylitme 1ile fotograflandi. Sklerotik glomeriiller mevcut literatiire benzer sekilde
degerlendirme dis1 birakildi (48). Her biyopsi i¢in en fazla 10 adet peritubuler kapiller
fotografland1 ve longitudinal kesilmis olan kapillerler literatlir 6nerisine gore degerlendirme
dis1 birakildi (9). Tiim fotograflar “jpg” formati ile kaydedildi.

Arsiv kesitleri parcalanmis veya boya kalitesi ve diger nedenlerle degerlendirmeye
uygun olmayan ve peritubuler kapiller goriintilenemeyen biyopsilere ait epon gomiilii
bloklardan Reichert Om U3 ultramikrotomu ile 80 nanometre kalinliginda ince kesitler 3.05
mm ¢apindaki bakir gridler iizerine alinarak uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandi ve
elektron mikroskobunda degerlendirildi.

Elde edilen fotograflarda glomeriillerde ve peritubuler kapilerlerde degerlendirilen

parametreler ve skorlama sistemi agagidaki tablodadir (Tablo 4).

Tablo 4. Biyopsilerin elektron mikroskopik incelemesinde degerlendirilen parametreler

Glomeriile ait parametreler Skorlama Sistemi
Glomeriilit (kapiller liimenlerinde inflamatuvar hiicre varligr) var/yok
Glomeriil kapiller liimenlerinde okliizyon* var/yok
Mevcut kapiller sayis1 toplam say1
Transplant glomeriilopatisi var/yok
Glomeriil bazal membraninda duplikasyon var/yok
Duplikasyon gosteren kapiller sayisi Toplam say1
Endotel hiicrelerinde 6dem var/yok
Lamina rara internada lusensi artigi var/yok
Subendotelyal kabarik tiiyiimsii materyal varligi var/yok
Endotelde fenestrasyon kaybi var/yok
Mezengiyal hiicre interpozisyonu var/yok
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Peritubuler kapillere ait parametreler Skorlama Sistemi
Peritubuler kapillerit (kapiller limenlerinde inflamatuvar hiicre varlig) var/yok
Peritubuler kapiller bazal membraninda multilamellasyon maksimum tabaka say1si

skor 1: < %25
skor 2: %25-49
skor 3: %50-74
skor 4: < %75

Multilamellasyonun peritubuler kapillerin ¢evresinde kapladigi oran

*Okliizyon tanimi: Glomertil kapillerinin endotel hiicresinin sigsmesi ve liimende izlenen inflamatuvar hiicreler
nedeni ile liimen genisliginin %25 ve altina diigmesi

V. Biyoistatistiksel Analiz

Calismanin biyoistatistiksel ¢oziimlemelerinde Statistical Package for Sociel Sciences
(SPSS, Siirtim: 21.0) paket programi kullanildi. Gruplar aras1 dagilim farklar1 uygunluguna
gore Ki-kare testleri ve Fisher exact test ile incelendi. Isik ve elektron mikroskopik bulgular
ve immiinhistokimyasal belirleyicilerin birbirleri ile iligskisi Spearman korelasyon testi ile
degerlendirildi. Elde edilen sonuglar rho degerine gore 0,00-0,25 ¢ok zayif derecede
korelasyon, 0,26-0,49 zayif derecede korelasyon, 0,50-0,69 orta derecede korelasyon, 0,70-
0,89 yiiksek derecede korelasyon, 0,90-1,00 ¢ok yiliksek derecede korelasyon olarak
siiflandirilmistir. Gruplar arasinda sayisal verilerin karsilastirilmasinda uygunluklarina gore
Mann Whitney U testi veya Kruskal-Wallis testi kullanildi. Calismamizda primer sonlanim
noktasi graft kaybi olarak belirlendi. Graft kayb1 diyalize donmek veya fonksiyone graft ile
oliim olarak tanimlandi. Biyopsi sonrasi takibi en az 3 ay olan veya 3 aydan kisa siire takip
oldugu halde bu siire icerisinde graft kayb1 goriilen hastalar dahil edilerek prognostik veriler
analiz edildi. Takip siiresi 3 aydan kisa olan hastalar ve 3 aydan kisa takibi olup bu siire
icerisinde graft kaybi1 goriilmeyen hastalar analizlerin disinda birakildi. Graft sag kalimi
analizleri i¢in Kaplan-Meier metodu kullanildi. Tek degigkenli analizlerde anlamli bulunan
faktorler Cox regresyon analiz testine tabi tutularak bagimsiz faktdr olup olmadiklari

arastirildi.

Tiim istatistiksel karsilastirmalarda anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alindu.



BULGULAR

I. Cahsma Grubuna Ait Genel Ozellikler ve Histopatolojik

Degerlendirme

Transplante bobrek indikasyon biyopsisi yapilan ve AAR veya THAR tanisi alan 85
hastaya ait toplam 161 biyopsi calismaya dahil edildi. Bu biyopsilerden 4 tanesi
degerlendirme i¢in yetersiz bulundu. 131 (%82,9) biyopsi transplantasyon sonrasit >12.ay

yapilmis ge¢ donem biyopsilerden olugmakta idi. Calismaya alinan olgulara ait genel veriler

Tablo 5’te listelenmistir.

Tablo 5. Olgularin genel 6zellikleri
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BOLUM IV

Yas (n=85)(y1l)(ortalama=S)

33,78£15.4 (8-75)

Cinsiyet (n=85)

Erkek 53 (%62,3)
Kadin 32 (%37,6)
Diyaliz siiresi (n=50)(ay)(medyan) 24

Donor tiirii (n=83)(can) 69 (%80,2)

Transplantasyon sonrasi biyopsi zamam
(giin)(medyan)

1322 (6-10184)

Biyopsi sonrasi takip siiresi
(n=68)(ay)(medyan)

25 (0-93)

Idame immiinsiipresif tedaviler (n=68)
CNI-MMF-Steroid

58 (%85,3)

CNI-AZA _Steroid 6 (%8,8)
mTORi-MMF-Steroid 3 (%4,4)
CNI-MMF 1 (%1,5)

Kisaltmalar: SS, standart sapma; CNI, kalsinérin inhibitori;, MMF, mikofenolat mofetil/sodyum; AZA,

azatioprin; mTORi, mTOR inhibitorii

Banff lezyon skorlarinin giincel Banff 2019 siniflamasi kriterlerine gére yeniden gézden

gecirilmesi sonrasi elde edilen sonuclar asagidaki sekillerde (Sekil 1-2) ortalama degerler ve

lezyon skorlariin dagilimini igerecek sekilde belirtilmektedir.
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Banft lezyon skoru ortalamalar

2
1,68 1,78
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Sekil 1. Banff lezyon skorlariin ortalamalari

Sekil 2. Banff lezyon skorlarmin dagilimi

Biyopsi anindaki PRA ve DSA bilgilerine 134 biyopsi i¢in ulasildi. DSA sonucu bilinen
61 olgunun 45’inde (%61,6), PRA sonucu bilinen 73 olgunun 37’sinde (%60,7) antikor
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pozitifligi saptandi. DSA pozitifligi ile Banff lezyon skorlar1 arasindaki korelasyon
degerlendirildiginde g, mm, ptc, cg ve cv lezyonlari ile anlaml1 korelasyon tespit edildi. Banff
lezyonlar1 i¢in rho (ve p) degerleri sirastyla g icin 0,464 (p<0,001), mm i¢in 0,390 (p=0,004),
ptc icin 0,454 (p<0,001), cg i¢in 0,432 (p<0,001) ve cv i¢in 0,306 (0,041) olarak saptandi.

C4d immiinhistokimyas1 155 biyopside uygulanmis olup skor >2 diizeyinde boyanma

65 (%41,9) olguda saptandi.

Tiim biyopsiler i¢in gilincellenen lezyon skorlar1 ve tani kriterleri klinik veriler esliginde
yeniden degerlendirilerek tanmi kategorileri revize edildi. Bu kategoriler “rejeksiyon dis1”,
“AAR ve AAR siiphesi”, “THAR” ve “Mikst rejeksiyon” grubu olarak siniflandi. Olgularin
31’inde (%19,7) rejeksiyon saptanmazken, 126 olgu (%80,3) rejeksiyon gruplarindan birine
dahil edildi. Rejeksiyon tanisi alan 126 olgunun 56’s1 (%35,7) AAR ve AAR siiphesi, 38’1
(%24,2) THAR, 32’si (%20,4) mikst rejeksiyon tan1 kategorisinde yer aldi.

Rejeksiyon tanisi alan biyopsiler arasinda AAR ve AAR siiphesi tanisi alan vakalar
“akut” ve “kronik aktif” olmak iizere iki ayr1 gruba, THAR tanis1 alan vakalar “akut”, “kronik
aktif” ve “mikst akut ve kronik aktif” olmak iizere Banff 2019 tan1 kategorilerine gore ii¢ alt
gruba ayrildi. Ayrica AAR tanisi alan vakalar C4d ekspresyon durumlarina gore “C4d pozitif”
ve “C4d negatif” olmak lizere iki gruba ayrildi. Vakalarin bu alt gruplara gore dagilimi

asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 3).

AAR VE AAR SUPHESI THAR (N=70)
(N=88)
mikst akut ve
kronik aktif
THAR
akut o
AAR (*a35,7)
(%40,9) akut THAR
(%55,7)

AAR (N=88)

C4d
pozitif

AAR
(%67,0)

Sekil 3. Antikor aracili ve T hiicre aracili rejeksiyon olgularimin tani alt gruplarina gore dagilimi

Kisaltmalar: AAR, antikor aracili rejeksiyon; THAR, T hiicre aracili rejeksiyon
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Banff lezyon skorlarimin her birinin rejeksiyon alt tipleri arasindaki dagilimi ve
ortalamalar1 arasindaki farklar ise asagidaki tabloda listelenmistir (Tablo 6). Banff lezyon
skorlart ct, ci ve ptcml hari¢ tiim lezyon skorlarinin rejeksiyon alt tiplerindeki ortalamasi

anlamli 6l¢iide farkli bulunmustur.

Tablo 6. Banff lezyon skorlarinin rejeksiyon alt tiplerine gore ortalamalar1 ve ortalamalarinin karsilastirilmasi

Banff Rejeksiyon THAR AAR/AAR Mikst p* Sonuclar
lezyonlari Dis1 (A) (B) siiphesi (C) | rejeksiyon (D)
Ortalama+SS
i 0,97+0,86 2,18+0,65 1,13+0,52 2,22+0,66 <0,001 | B>A; D>A; B>C; D>C
t 0,9+0,56 2,21+0,55 1,04+0,33 2,13+0,75 <0,001 | D>A; B>A; D>C; B>C
v 0 0,21+0,545 | 0,02+0,14 0,42+0,62 <0,001 D>A; D>C
g 0,15+0,36 0,31+0,76 1,77+0,93 1,66+0,94 <0,001 | D>A; C>A; D>B; C>B
ptc 0,24+0,44 0,84+0,8 1,98+0,83 2,19+0,74 <0,001 | C>A; D>A; C>B; D>B
C4d 0,07+0,36 0,17+0,56 2,05£1,23 1,5+1,34 <0,001 | D>A; C>A; D>B; C>B
ci 1,07+0,75 1,03+0,57 1,28+0,6 1,22+0,66 0,198
ct 1,1+0,72 1,03+0,57 1,33+0,61 1,31+0,64 0,065
cy 0,73+0,7 0,45+0,794 1,09+0,8 1,03+0,84 0,002 D>B; C>B
cg 0,04+0,19 | 0,06+0,232 1,74£1,21 0,5+0,95 <0,001 C>A; C>B; C>D
ptcml 1,08+0,64 1+1,15 1,94+1,06 1,25+1,26 0,058
ti 1,1+0,86 2,16+0,83 1,39+0,763 2,13+0,71 <0,001 | D>A; B>A; D>C; B>C
iIFTA 1,38+1,05 2,08+1,07 1,65+0,78 2,03+0,99 0,003 B>A
tIFTA 0,76+0,58 1,41£0,8 0,93+0,5 1,53+1,02 <0,001 | B>A; D>A; B>C; D>C
ah 0,96+1,26 0,91+1,04 1,78+1,31 1,28+1,4 0,011 C>A; C>B
mm 0,63+0,629 | 0,34+0,54 1,06+0,77 0,91+0,73 <0,001 D>B; C>B

* Anlamli p degerleri italik ve kalin punto ile gosterilmistir.

SS. standart sapma
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THAR alt tipleri arasinda Banff lezyon skorlarinin ortalamalar1 degerlendirildiginde t,
ci, ct, ti, i-IFTA ve t-IFTA lezyonlarinin ortalamalart THAR alt tipleri arasinda farklilik
gostermistir (p<0,05)(Sekil 4). ¢ skoru mikst THAR’de en yiiksek iken, ci, ct ve t-IFTA
skorlar1 kronik aktif THARde en yiiksek saptandi. i-IFTA ve ti ise mikst THAR de akut
THAR’ye gore daha yiiksek bulundu.

e
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(@) wn mnwn < ci
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Noo™ @ NN NN N
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- __
£
L
= -
L
b R
o p
] t 0,016
19 | ci 0,003
ct 0,002
ti 0,007
i-IFTA 0,006
t-iFTA <0,001
0
AKUT KRONIK AKTIF MIiKST THAR
T hiicre aracili rejeksiyon

Sekil 4. T hiicre aracili rejeksiyon alt tiplerine gore anlamli farklilik gosteren Banff lezyonlarinin ortalamalari

Banff lezyon skorlar1 ortalamalarinin  AAR alt tipleri arasindaki farklar
degerlendirilirken AAR’yi tanimlayic1 lezyonlar (g, ptc, cg gibi) zaten bu kategorileri
belirleyici lezyonlar olduklarindan analize dahil edilmemistir. Bu lezyonlar haricindeki Banff
lezyonlar1 arasindan ¢, ah ve mm lezyon ortalamalarinin AAR alt tipleri arasindaki farklari
asagidaki sekilde gosterilmektedir (Sekil 5). Total inflamasyon skoru akut AAR’de kronik
AAR’ye gore daha yiiksek izlenirken, ah ve mm lezyon skorlar1 ise kronik AAR’de yiiksek
bulunmustur (p degerleri sirastyla 0,03 ve <0,001). Grafikte yer almayan ve AAR tanimlayici
lezyonlar arasinda bulunmayan Banff lezyon ortalamalar1 AAR alt gruplar1 arasinda anlaml

fark gostermemistir.
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Antikor aracili rejeksiyon

Sekil 5. Antikor aracili rejeksiyon alt tiplerine gore anlamli farklilik gdsteren Banff lezyonlarinin ortalamalari

Banff lezyon skorlarinin her birinin C4d pozitif ve C4d negatif AAR alt gruplar
arasindaki ortalama farklar1 degerlendirildiginde ise yalnizca cv (p=0,033), cg (p=0,032), ah
(p=0,002) lezyonlar1 arasinda anlamli fark izlendi; i, ¢, v, g, ptc, mm, ci, ct, pteml, ti, i-IFTA
ve t-IFTA lezyonlari ile anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05). C4d pozitif AAR’de cv lezyon
skorunun ortalamasi 1,19+0,77 iken C4d negatif AAR’de 0,76+0,83 bulundu. cg ve ah
lezyonlarinin ortalamalar1 C4d pozitif ve C4d negatif rejeksiyonlarda sirasiyla c¢g lezyonu i¢in

1,46+1,32 ve 0,79+1,01; ah lezyonu i¢in 1,93+1,27 ve 0,97+1,3 bulundu.

¢ Banff lezyon skorlarinin korelasyon analizlerinde elde edilen sonuclar asagidaki

tabloda gosterilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Banff lezyon skorlar1 arasinda korelasyon analizi*
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g t v i 3 ah mm ptc cg ct ci cv ilFTA tIFTA pteml C4d

g -0,146 0,069 -0,113 0,106 0,161 0,194 0,682 0,490 0,238 0,164 0,195 0,000 0,084 0,337 0,431

t >0,05 0,060 0,718 0,510 -0,229 -0,229 0,087 -0,392 -0,095 -0,120 -0,294 0,301 0,386 -0,178 -0,119

v >0,05 >0,05 0,089 -0,053 0,005 -0,147 0,093 -0,209 -0,122 -0,131 0,106 -0,236 -0,140 -0,224 -0,020

i >0,05 <0,001 >0,05 0,666 -0,086 -0,057 0,177 -0,305 0,000 -0,022 -0,247 0,375 0,347 -0,071 -0,065

ti >0,05 <0,001 >0,05 <0,001 -0,139 -0,038 0,249 -0,172 0,109 0,136 -0,062 0,536 0,410 -0,007 -0,043

ah >0,05 0,005 >0,05 >0,05 >0,05 0,483 0,217 0,370 0,253 0,250 0,445 0,034 0,096 0,362 0,377

mm 0,019 0,005 >0,05 >0,05 >0,05 <0,001 0,296 0,432 0,453 0,473 0,389 0,069 0,077 0,297 0,370

pte <0,001 >0,05 >0,05 0,030 0,002 0,008 <0,001 0,389 0,182 0,164 0,203 0,035 0,132 0,263 0,554

cg <0,001 | <0,001 0,016 <0,001 0,037 <0,001 | <0,001 | <0,001 0,287 0,269 0,307 0,000 0,007 0,386 0,463

ct 0,004 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,002 <0,001 0,025 <0,001 0,916 0,416 0,326 0,345 0,154 0,223

ci 0,048 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,002 <0,001 0,045 0,001 <0,001 0,421 0,318 0,326 0,080 0,174

cv 0,025 0,001 >0,05 0,004 >0,05 <0,001 | <0,001 0,019 <0,001 | <0,001 | <0,001 0,054 0,121 0,254 0,313

ilFTA >0,05 <0,001 0,006 <0,001 | <0,001 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,001 | <0,001 >0,05 0,600 -0,034 0,003

tIFTA >0,05 <0,001 >0,05 <0,001 | <0,001 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,001 | <0,001 >0,05 <0,001 0,198 0,034

pteml 0,024 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,014 0,048 >0,05 0,009 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,374
C4d <0,001 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,006 0,033 <0,001 >0,05 >0,05 0,011

*Tablonun sag iist yarimi rho degerlerini, sol alt yarimi p degerlerini gostermektedir.

** Anlaml p degerleri italik ve kalin punto ile gosterilmistir.

I1. immiinhistokimyasal inceleme Sonugclari
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ILA. CD163 ile Immiinhistokimyasal inceleme Sonuclari

CD163 immiinhistokimyasal incelemesi arsiv bloklarina ulasilabilen ve bu bloklarda
yeterli dokusu olan ve immiinhistokimyasal inceleme saglikli sekilde degerlendirilebilen
toplam 131 (%18,6) biyopsi mevcuttu. Yapilan degerlendirmede interstisyel inflamasyonu
olusturan hiicrelerde CD163 pozitif hiicre yogunlugu (0-3), degerlendirilebilen glomeriil
sayilari, glomeriillerde mezengiyal alanda ve kapiller limenlerdeki CD163 pozitif hiicre
sayilari, dokuda bulunan toplam BBA sayilar1 ve bu alanlarda peritubuler kapillerlerde
izlenen toplam CD163 pozitif hiicre sayilarina ait ortalamalar ve glomeriiler ve peritubuler
kapiller liimenlerde izlenen pozitif hiicrelerin maksimum degerlerine ait ortalamalar asagidaki

sekilde belirtilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. CD163 immiinhistokimyasi ile elde edilen hiicre sayimlarina ait ortalamalar
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Toplam 131 biyopsi lizerinde yapilan degerlendirmede interstisyel CD163 boyanma
skoru 30 vakada (%22,9) skor 0, 58 vakada (%44,3) skor 1, 29 vakada (%22,1) skor 2, 14

vakada (%10,7) skor 3 olarak belirlendi. Her bir skor kategorisine ait 6rnek olgular Resim 1-

3’te gosterilmistir.

Resim 1. A: Interstisyel inflamatuvar hiicreler (x400, H&E), B: CD163 ile interstisyel alanda skor I diizeyinde
inflamasyon (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 31115-18)

Resim 2. A: Interstisyel inflamatuvar hiicreler (x400, H&E), B: CD163 ile interstisyel alanda skor 2 diizeyinde
inflamasyon (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 35254-16)



Resim 3. A: Interstisyel inflamatuvar hiicreler (x400, H&E), B: CD163 ile interstisyel alanda skor 3 diizeyinde
inflamasyon (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 21323-15)

CD163 ile saptanan interstisyel boyanma skorlarina gore olgular skor <2 ve skor >2
olanlar olmak iizere iki gruba ayrildi. Bu iki grup arasinda Banff lezyon skorlar1 agisindan bir
farklilik olup olmadig1 sorgulandi. Yapilan karsilastirmada interstisyel CD163 boyanma skoru
> 2 olan olgularda i, #i, ct, ci ve t-IFTA skorlarmin diger gruba gore daha fazla oranda yiiksek
oldugu belirlendi (Tablo 8).

Tablo 8. CD163 antikoru ile pozitif reaksiyon gosteren interstisyel inflamatuvar hiicre skorlariin Banff lezyon
skorlart ile karsilastirilmast

CD163 ile interstisyel boyanma >2 AL 213 olan gruplar arasi
arsilastirma
n (%) p*
Interstisyel inflamasyon (i)
<2 7 (13)
>2 35 (47,9) 0,000
Total inflamasyon (#)
<2 10 (19,6)
>2 32 (42,1) 0,008
Tubuler atrofi (cf)
<2 35(41,2)
>2 6 (14,6) 0,003
Interstisyel fibrozis (ci)
<2 36 (40,4)
>2 5(13,5) 0,003
i-IFTA
<2 13 (31)
>2 29 (34,1) 0,721
t-IFTA
<2 25 (27.,5)
>2 17 (45.,9) 0,044

* Anlaml p degerleri italik ve kalin punto ile gdsterilmistir.
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Glomeriillerde mezengiyumda, kapiller liimenlerde ve her ikisinde izlenen CD163
pozitif hiicre ortalamalar1 Sekil 6’da mevcuttur. Bu lezyonlara ait Ornekler asagidaki

resimlerde (Resim 4- 5) gdsterilmektedir.

Resim 4. A: Glomeriil mezengiyumunda CD163 pozitif makrofajlar (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 4181-15),
B: Glomeriil kapiller liimeninde CD163 pozitif makrofajlar (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 39652-17), C:
Arter intimasinda inflamatuvar hiicreler (x400, HE) (ITF Patoloji AD 21076-15), D: intimit olusturan
inflamatuvar hiicrelerin CD163 ile pozitif boyanmasi (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 21076-15). (A, B ve D
Dual immiinhistokimya: endotel kirmizi, CD163-pozitif inflamatuvar hiicreler kahverengi kromojen ile
igaretleme)
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Resim 5. A: Peritubuler kapiller liimenlerde yogun inflamatuvar hiicreler (x400, HE) (ITF Patoloji AD 24179-
15), B: Peritubuler kapiller liimenlerdeki inflamatuvar hiicrelerde CD163 pozitifligi (x400, CD163) (ITF Patoloji
AD 24179-15), C: Skor 3 diizeyinde peritubuler kapillerit iceren biyopside kapiller limenlerde yogun CD163
pozitif hiicre infiltrasyonu (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 25781-15), D: Maksimum 4 adet CD163 pozitif
intrakapiller makrofaj iceren bir biyopsi (x400, CD163) (ITF Patoloji AD 25781-15). (B, C ve D Dual
immiinhistokimya: endotelde kirmizi, CDI163-pozitif inflamatuvar hiicrelerde kahverengi kromojen ile
igaretleme)

Glomeriillerde hem mezengiyal hem intrakapiller olarak izlenen CD163 pozitif
hiicrelerin toplam degeri tani kategorilerine gore karsilastirildiginda rejeksiyon izlenmeyen
grup ile AAR grubu, rejeksiyon izlenmeyen grup ile mikst rejeksiyon grubu ve AAR grubu ile
THAR grubu arasinda toplam CD163 pozitif hiicre sayilar1 agisindan anlamli fark bulundu (p
degerleri sirasiyla= <0,001; 0,003; 0,001)(Sekil 7). AAR ve AAR komponenti olan mikst
rejeksiyon gruplarinda glomertillerde izlenen toplam ve mezengiyal makrofaj sayilari daha

yliksek saptandi (<0,001) (Sekil 8).
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Sekil 7. Rejeksiyon alt tipleri arasinda glomeriil basina diisen toplam CD163 pozitif hiicre sayisinin
karsilastirmast
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Sekil 8. Rejeksiyon alt tipleri arasinda glomeriil basina diisen mezengiyal CD163 pozitif hiicre sayisinin
karsilastirmast



40

Glomeriillerde intrakapiller liimenlerde ve peritubuler kapillerlerde degerlendirilen
CD163 pozitif hiicre sayilar1 rejeksiyon alt gruplart arasinda karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Glomertiler ve peritubuler kapillerlerde degerlendirilen intrakapiller CD163 pozitif
hiicre sayilar1 AAR alt gruplarina gore (akut ve kronik aktif AAR) karsilastirildiginda
glomeriiler degerlendirmede anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Peritubuler kapiller
degerlendirmesinde BBA basina diisen intrakapiller CD163 pozitif hiicre sayis1 akut AAR’de
kronik aktif AAR’ye kiyasla anlamli oranda yiiksek bulundu (p=0,022) (ortalama degerler
strastyla: 2,04+3,28, 0,7340,94). Peritubuler kapiller liimen i¢indeki maksimum CD163 hiicre
sayisi da benzer sekilde akut AAR’de kronik aktif AAR’ye gore anlamli dl¢lide yiiksek
bulundu (p=0,008) (ortalama degerler sirasiyla: 2,49+2.47; 1,33+1,23).

CD163 immiinhistokimyas1 ile degerlendirilen tiim parametreler ile C4d pozitif ve C4d
negatif AAR gruplar1 arasindaki dagilim farklar1 degerlendirildiginde parametreler ile bu iki

grup arasinda anlamli fark izlenmedi (p>0,05).

Benzer sekilde glomeriil ve peritubuler kapillerlerde degerlendirilen intrakapiller
CD163 pozitif hiicre sayilart THAR alt gruplarina goére karsilastirildiginda istatistiksel anlaml
fark bulunmadi (p>0,05).

Banff lezyon skorlar1 ile CD163 immiinhistokimyasal boyanmasi arasindaki korelasyon
degerlendirildiginde ise glomeriilde saptanan toplam CD163 pozitif hiicre sayisi ile Banff
lezyon skorlar1 g, ptc ve cg arasinda korelasyon saptandi (tho ve p degerleri sirasiyla: 0,554
ve <0,001; 0,331ve <0,001; 0,394 ve <0,001). Glomeriilde saptanan mezengiyal CD163
pozitif hiicre sayis1 ayr1 olarak degerlendirildiginde de benzer sekilde Banff lezyon skorlar1 g,
ptc ve cg arasinda korelasyon saptandi (rho ve p degerleri sirastyla: 0,593 ve <0,001; 0,362 ve
<0,001; 0,413 ve <0,001).

Diger Banff lezyon skorlar1 ile CD163 immiinhistokimyasal boyanmasi arasinda

korelasyon saptanmadi.
ILB. CD56 ile immiinhistokimyasal Inceleme Sonuclar

CD56 immiinhistokimyasal incelemesi bloklarina ulasilabilen ve bu bloklarda yeterli
dokusu bulunan ve immiinhistokimyasal incelemenin saglikli yapilabildigi toplam 117
biyopsi mevcuttu. CD56 ile pozitivite gosteren hiicrelerin varligi interstisyel alanda,
glomeriillerde ve peritubuler kapillerlerde degerlendirildi. Biyopsilerde toplamda ortalama

4,81+4,71 adet glomeriilde ve 15,32+8,1 BBA’da hiicre sayim1 gergeklestirildi.
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Interstisyel alanda CD56 pozitivitesi 16 (%13,4) biyopside saptandi. CD56 pozitivitesi
gosteren hiicreler interstisyumda daginik hiicreler seklinde seyrek olarak izlendi. Bu nedenle
CD56 antikorunun interstisyel inflamasyon degerlendirmesi CD56 pozitif hiicre olan ve

olmayan seklinde biyopsilerin iki gruba ayrilarak karsilastirmalari ile gergeklestirildi.

Interstisyel CD56 pozitifligi gosteren inflamatuvar hiicreler iceren (Resim 6) ve
icermeyen biyopsiler Banff lezyon skorlart i¢in karsilastirildiginda i ve mm lezyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. i skoru >2 olan biyopsilerde interstisyel
CD56 pozitif hiicre varlig1 saptanirken, mm=>1 olan grupta CD56 pozitifligi diisiik oranlarda
izlendi (p<0,05) (Sekil 9).
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Sekil 9. Interstisyel CD56 pozitifligi gosteren ve gostermeyen vakalar arasinda Banff lezyon skorlar1 i ve
mm’nin karsilagtirtlmasi

Interstisyel inflamasyon ve mm skorlar1 disinda kalan diger Banff lezyonlari, C4d
boyanmasi ve DSA ve/veya PRA varlig1 agisindan interstisyel CD56 pozitifligi i¢in herhangi
bir farklilik saptanmadi. Tan1 kategorileri arasinda da CD56 pozitifligi gosteren inflamatuvar

hiicre varlig1 benzer bulundu (p>0,05).

CDI163 ile saptanan sonuglar ile CD56 ile interstisyel alanda pozitif hiicre varlig

arasinda herhangi bir iliski saptanmadi (p>0,05).
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Glomeriillerde mezangiyal ve/veya intrakapiller yerlesimli CD56 pozitif hiicre vakalarin
hemen tamaminda saptanmadi. CD56 pozitif hiicre iceren glomeriil yalnizca iki vakada
mevcut olup, pozitif hiicre sayist glomeriil basina 1-4 arasinda degismekte idi. Glomertillerde
CD56 pozitifligi agisindan uygun bir dagilim bulunmadigindan ve pozitifligin ¢ok az sayida
biyopside bulunmasi nedeni ile glomeriiler CD56 boyanmasi i¢in herhangi bir karsilagtirma

yapilamadi.

Peritubuler kapiller limenlerde izlenen CD56 pozitif hiicre sayist BBA basina 0 ile 2,71
arasinda degismekte idi (ortalama 0,25+0,46). Peritubuler kapiller limenlerde tek bir
kapillerde saptanan en yliksek sayida pozitif hiicre sayilar1 1-3 arasinda degismekte idi
(Resim 6). 45 biyopside peritubuler kapiller liimenlerde CD56 pozitif hiicre saptanmadi. 52
biyopside 1, 18 biyopside 2 ve 2 biyopside 3 adet CD56 pozitif hiicre goriildii. Bu dagilima
gore peritubuler kapillerlerde maksimum CD56 pozitif hiicre sayisina gore 0, 1 ve >2 hiicre
iceren olmak iizere {i¢ grup olusturuldu. Karsilastirmalar bu ii¢ grup arasinda gergeklestirildi.
Banff lezyon skorlari, DSA ve/veya PRA varligi, CD163 boyanma sonuglar1 ve elektron
mikroskopik bulgular agisindan bu ii¢ grup arasinda yapilan karsilastirmada ¢, ah ve CD163
interstisyel skoru disinda farklilik saptanmadi. Gruplar arasinda farklilik gdsteren #i, ah ve
CD163 interstisyel boyanma skorlar1 Sekil 10’da gosterilmektedir. Total inflamasyonu
siddetli olan grupta peritubuler kapillerlerde saptanan maksimum CD56 pozitif hiicre sayist
en yiiksek izlendi (p=0,04). ah izlenen biyopsilerde CD56 pozitif intrakapiller peritubuler
hiicre maksimum say1s1 diisiik izlendi (p=0,044). Interstisyel alanda CD163 pozitif hiicre

skoru yiiksek olgularda peritubuler kapillerlerde izlenen CD56 pozitif maksimum hiicre sayisi
da ytiksek izlendi (p=0,034).

Resim 6. A: Interstisyumda pozitif boyanma gosteren inflamatuvar hiicreler (x1000, CD56) ITF Patoloji AD
8580-14), B: Peritubuler kapiller liimenlerdeki inflamatuvar hiicrelerde CD56 pozitifligi (x1000, CD56) iTF
Patoloji AD 17824-17)
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Sekil 10. Peritubuler kapillerlerde maksimum CDS56 pozitif hiicre sayisina gore olusturulan alt gruplar arasinda
ti, ah ve interstisyel CD163 boyanma skorlarinin karsilastiriimasi

I11. Elektron Mikroskopik inceleme Sonuclar

Calisma grubumuzdaki olgular arasina 33 hastaya ait 53 adet (%32,9) elektron
mikroskopi i¢in ayrilmig biyopsi mevcuttu. Biyopsiler igerisinde 8 tanesi gridlerin
degerlendirmeye uygun olmamasi ve Epon bloklarda yeterli doku kalmamasi nedeniyle
degerlendirilemedi. Glomeriillere ait toplam 1446 ve peritubuler kapillerlere ait toplam 1496
adet elektron mikroskopi fotografi incelendi. Degerlendirmeye uygun olan biyopsiler
icerisinde biyopsi basina 1-2 adet glomeriil, ortalama 40,51+£22,37 glomeriiler kapiller ve
ortalama 5,7+2,72 adet peritubuler kapiller degerlendirildi. Elektron mikroskopik olarak 32
(%71,1) biyopside glomeriilit, bunlarin 26’sinda kapiller limenlerde okliizyon saptandi.
Elektron mikroskopide glomeriiler ve peritubuler kapillerlerde degerlendirilen diger

parametrelere ait dagilimlar Tablo 9°da, 6rnek resimler ise Resim 7-9°da gosterilmistir.
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Tablo 9. Elektron mikroskopik incelemede degerlendirilen diger parametrelere ait degerler

Elektron Mikroskopik Lezyonlar n (%)
Endotelde siskin goriiniim 29 (%64,4)
Lamina rara internada lusensi artisi 35 (%77,8)
Subendotelyal tiiyiimsii materyal varhgi 21 (46,7)

Endotelde fenestrasyon kaybi

38 (%84,4)

Mezengiyal hiicre interpozisyonu

22 (%28.8)

cg lezyonu varhgi

16 (%35,6)

= 1 peritubuler kapiller bazal membraninda >7 multilamellasyon 10 (%22,2)
> 1 peritubuler kapiller bazal membraninda >5 multilamellasyon 18 (%40)
ptcml lezyon skoru:

0 9 (%20)
1 18 (%40)
2 8 (%17,8)
3 10 (%22,2)
Elektron Mikroskopik Lezyonlar Ortalama£SS
Duplikasyon gosteren kapiller sayisi 10,21+7,64
cg skoru 0,36+0,48
Peritubuler kapiller bazal membraninda en siddetli multilamellasyon 44952.4

sayisli

SS: Standart sapma
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Resim 7. Glomeriilit (Glomeriiler kapiller liimen igerisinde izlenen inflamatuvar hiicreler) (x5000, uranil sitrat-
kursun asetat) (ITF Histoloji ve Embriyoloji AD 23529).

Resim 8. Glomeriil bazal membraninda duplikasyon (x5000, uranil sitrat-kursun asetat) (ITF Histoloji ve
Embriyoloji AD 22094).
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Resim 9. Peritubuler kapiller bazal membraninda >10 tabaka olusturan multilamellasyon. (x10.000, uranil sitrat-
kursun asetat) (ITF Histoloji ve Embriyoloji AD 24157).

Banff lezyon skorlar ile elektron mikroskopik olarak degerlendirilen parametreler
karsilastirildiginda g skoru ile elektron mikroskopik olarak glomeriilit varligi, okliizyon
birlikteliginde glomertilit varligi, transplant glomertilopatisi, subendotelyal kabarik tliylimsii
materyal ve mezengiyal interpozisyon arasinda; ptc skoru ile elektron mikroskopik olarak
glomeriilit varligi, okliizyon birlikteliginde glomeriilit varligi, endotelde sisme ve mezengiyal
interpozisyon arasinda; cg skoru ile elektron mikroskopik olarak glomeriilit varligi, okliizyon
birlikteliginde glomertilit varligi, transplant glomeriilopatisi, endotelde sisme ve mezengiyal
interpozisyon arasinda; ct ve ci skoru ile elektron mikroskopik olarak mezengiyal
interpozisyon varligi arasinda; cv ile elektron mikroskopik olarak fenestrasyon kaybinin
varlig1 ve mezengiyal interpozisyon varlig1 arasinda; i-/FTA ile elektron mikroskopik olarak
saptanan peritubuler kapiller bazal membraninda multilamellasyon arasinda anlamli iliski
bulunmustur. Bu karsilastirmaya yonelik detayli analiz sonuglar1 ve iliskili p degerleri asagida

tabloda gosterilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Isik mikroskopide degerlendirilen Banff lezyon skorlar ile elektron mikroskopik parametrelerin

karsilastirilmast
EM’de
EM’de g EM’de
EM’de sub- EM’de
EM’de cg EM’de endotelde EM’de
EM’de g & endotelde endotelyal mezengiyal
(Banff’19) endotelde fenestrasyo pteml>1
n(%) . lusensi kopiiksii interpozisy
Okliizyon n(%) sisme n(%) n kaybi n(%)"
artis1 n(%) materyal on n(%)
n(%) n(%)
n(%)
g
0 12 (52,2) 6 (26,1) 3(13) 12 (52,2) 17 (73,9) 6 (26,1) 17 (73,9) 5(21,7) 18 (78,3)
>1 20 (90,9) 20 (90,9) 13 (59,1) 17 (77,3) 18 (81,8) 15 (68,2) 21 (95,5) 17 (77,3) 18 (81,8)
p=0,004 p=<0,000 p=0,001 p=0,079 p=0,722 p=0,005 p=0,096 p=<0,000 p=1
t
0 4 (100) 3(75) 3(75) 4 (100) 3(76) 3(75) 4 (100) 3(75) 3(75)
>1 28 (68,3) 13 (56,1) 13 (31,7) 25 (61) 32(78) 18 (43,9) 34 (82,9) 19 (46,3) 33 (80,5)
p=0,308 p=0,627 p=0,121 p=0,281 p=1 p=0,326 p=1 p=0,346 p=1
v
0 26 (68,4) 21 (55,3) 12 (31,6) 23 (60,5) 28 (73,7) 17 (44,7) 32 (84,2) 18 (47,4) 30 (78,9)
>1 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 0
p=1 p=0,449 p=0,117 p=0,519 p=1 p=0,219 p=1 p=0,487 p=0,231
i
<2 18 (78,3) 14 (60,9) 10 (43,5) 15 (65,2) 19 /82,6) 12 (52,2) 22 (95,7 14 (60,9) 22 (88
>2 14 (63,6) 12 (54,5) 6(27,3) 14 (63,6) 16 (72,7) 9 (40,9) 16 (72,7) 8(36,4) 14 (70)
p=0,279 p=0,668 p=0,256 p=0,912 p=0,491 p=0,449 p=0,047) p=0,10 p=0,157
ti
<2 10 (62,5) 6 (37,5) 3 (18,8) 9 (56,3) 12 (75) 5@31L3) 14 (87,5) 6 (37,5) 17 (94,4)
>2 22 (75.9) 20 (69) 13 (44,8) 20 (69) 23 (79,3) 16 (55,2) 24 (82,8= 16 (55,2) 19 (70,4)
p=0,494 p=0,041 p=0,08 p=0,394 p=0,726 p=0,124 p=1 p=0,256 p=0,064
ah
12 (63,2) 9 (47,4) 6(31,6) 12 (63,2) 16 (84,2) 5(26,3) 16 (84,2) 8 (42,1) 16 (84,2)
0
20 (76,9) 17 (65,4) 10 (38,5) 17 (65,4) 19 (73,1) 16 (61,5) 22 (84,6) 14 (53,8) 20 (76,9)
>1
p=0,314 p=0,227 p=0,634 p=0,878 p=0,481 p=0,019 p=1 p=0,436 p=0,712
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mm
0 9 (64,3) 6(42,9) 3(21,4) 9 (64,3) 10 (71,4) 6(42,9) 10 (71,4) 4 (28,6) 9 (69,2)
>1 23 (74,2) 20 (64.5) 13 (41,9) 20 (64,5) 25 (80,6) 15 (48.,4) 28 (90,3) 18 (58,1) 27 (84.,4)
p=0,502 p=0,173 p=0,313 p=1 p=0,7 p=0,731 p=0,180 p=0,067 p=0,411
ptc
9 (64,3) 5(35,7) 2 (14,3) 5(35,7) 11 (78,6) 5(35,7) 10 (71,4) 3(21,4) 12 (85,7)
’ 23 (74,2) 21 (67,7) 14 (45,2) 24 (77,4) 24 (77.4) 16 (51,6) 28 (90,3) 19 (61,3) 24 (77,4)
>
. p=0,502 p=0,044 p=0,09 p=0,016 p=1 p=0,322 p=0,180 p=0,013 p=0,698
g
0 17 (56,7) 11 (36,7) 5(16,7) 16 (53,3) 22 (73.,3) 11 (36,7) 24 (80) 8 (26,7) 21 (75)
>1 15 (100) 15 (100) 11 (73.,3) 13 (86,7) 13 (86,7) 10 (66,7) 14 (93.3) 14 (93.3) 15 (88.2)
p=0,002 p=0,000 p=0,000 p=0,028 p=0,456 p=0,057 p=0,395 p=0,000 p=0,447
ct
<2 21 (67,7) 15 (48.,4) 8 (25.,8) 19 (61,3) 23 (74,2) 13 (41,9) 24 (77,4) 11 (35.,5) 25 (78,1)
>2 11 (78,6) 11 (78.6) 8 (57,1) 10 (71,4) 12 (85,7) 8 (57,1) 14 (100) 11 (78,6) 11 (84,6)
p=0,724 p=0,058 p=0,053 p=0,738 p=0,469 p=0,344 p=0,081 p=0,007 p=1
ci
<2 22 (68,8) 16 (50) 8 (25) 20 (62,5) 23 (71,9) 13 (40,6) 25 (78,1) 12 (37.5) 26 (78.8)
>2 10 (76.9) 10 (76.9) 8 (61,5) 9 (69,2) 12 (92.3) 8 (61,5) 13 (100) 10 (76.9) 10 (83,3)
p=0,725 p=0,097 p=0,037 p=0,743 p=0,238 p=0,202 p=0,089 p=0,016 p=1
cy
0 9 (60) 6 (40) 3(20) 9 (60) 10 (66,7) 5(33.,3) 10 (66,7) 3(20) 10 (71,4)
>1 19 (76) 17 (68) 11 (44) 16 (64) 20 (80) 14 (56) 24 (96) 17 (68) 20 (80)
p=0,311 p=0,083 p=0,123 p=0,80 p=0,457 p=0,165 p=0,021 p=0,003 p=0,696
i-IFTA
<2 12 (80) 8 (53.,3) 5(33.,3) 9 (60) 13 (86,7) 8(53,3 13 (86,7) 8 (53,3) 16 (100)
>2 20 (66,7) 18 (60) 11 (36,7) 20 (66,7) 22 (73.,3) 13 (43.,4) 25 (83,3) 14 (46,7) 20 (69)
p=0,492 p=0,670 p=0,826 p=0,660 p=0,456 p=0,526) p=1 p=0,673 p=0,017
+IFTA
<2 26 (70,3) 21 (56,8) 14 (37.8) 25 (67,6) 30 (81,1) 18 (48,6) 33 (89,2) 19 (51.,4) 30 (78.9)
>2 6 (75) 5(62.5) 2(25) 4 (50) 5(62.,5) 3(37,5) 5(62,5) 3(37,5) 6 (85,7)
p=1 p=1 p=0,691 p=0,427 p=0,349 p=0,705 p=0,094 p=0,699 p=1

* Anlamli p degerleri italik ve kalin punto ile gosterilmistir.
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Banff lezyon skorlar1 ile elektron mikroskopik parametreler arasi korelasyon analizi

sonuclari ise asagidaki tablodadir (Tablo 11).

Tablo 11. Isik mikroskopide degerlendirilen Banff lezyon skorlari ile elektron mikroskopik parametreler arasi

korelasyon
EM’de EM’de EMde EMde EM’de
EM'de g EM’de g & EM’de cg endotelde endotelde subendotelyal endotelde mezengiyal EM’de pteml | EM’de pteml
okliizyon (Banff 2019) Jisme Jusensi artis Kopiiksii fenestrasyon interpozisyon (en siddetli) (0-3)
materyal Kkayb1
g
rho degeri 0,448 0,659 0,580 0,285 0,123 0,510 0,547 0,640 0,379 0,337
p degeri 0,002 <0,001 <0,001 >0,05 >0,05 <0,001 <0,001 <0,001 0,010 0,024
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
t
rho degeri -0,181 -0,170 0,429 -0,128 -0,138 -0,293 -0,398 -0,419 -0,199 -0,178
p degeri >0,05 >0,05 0,003 >0,05 >0,05 >0,05 0,007 0,004 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
v
rho degeri 0,150 -0,197 -0,313 0,178 0,132 0,241 0,076 0,229 -0,196 -0,224
p degeri >0,05 >0,05 0,050 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
n 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
i
rho degeri -0,186 -0,048 -0,152 -0,022 -0,215 -0,158 -0,266 -0,225 -0,054 -0,071
p degeri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
ti
rho degeri 0,069 0,184 0,036 0,073 -0,086 0,094 -0,150 -0,032 0,061 -0,007
p degeri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
ah
rho degeri 0,251 0,349 0,164 0,101 -0,035 0,394 0,421 0,281 0,374 0,362
p degeri >0,05 0,019 >0,05 >0,05 >0,05 0,007 0,004 >0,05 0,011 0,014
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
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mm
rho degeri 0,222 0,287 0214 0,053 0,059 0,053 0,332 0,377 0,301 0,297
p degeri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,026 0,011 0,045 0,048
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
ptc
rho degeri 0,288 0,462 0,471 0,306 0,079 0,375 0,471 0,580 0,262 0,263
p degeri >0,05 0,001 0,001 0,041 >0,05 0,011 0,001 <0,001 0,082 0,08
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
cg
rho degeri 0,441 0,591 0,578 0,332 0,172 0,333 0,641 0,639 0,439 0,386
p degeri 0,002 <0,001 0,001 0,026 >0,05 0,026 <0,001 <0,001 0,003 0,009
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
ct
rho degeri 0,083 0,257 0,282 0,119 0,043 0,111 0,208 0,394 0,139 0,154
p degeri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,007 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
ci
rho degeri 0,032 0,235 0,364 0,078 0,167 0,168 0,203 0,390 0,084 0,08
p degeri >0,05 >0,05 0,014 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,008 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
(W
rho degeri 0,248 0,366 0,184 0,046 0,082 0,299 0,537 0,480 0,275 0,254
p degeri >0,05 0,020 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 <0,001 0,002 >0,05 >0,05
n 40 40 40 40 40 40 40 40 39 39
i-IFTA
rho degeri | -0,108 0,060 -0,023 0,079 -0,195 -0,157 0,030 -0,098 0,000 -0,034
p degeri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
t-IFTA
rho degeri 0,055 0,153 0,015 0,044 -0,237 0,073 -0,022 0,069 0,183 0,198
p degeri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
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C4d
rho degeri 0,251 0,417 0,308 0,216 0,131 0,189 0,406 0,535 0,423 0,374
p degeri >0,05 0,004 0,039 >0,05 >0,05 >0,05 0,006 <0,001 0,004 0,011
n 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
ptcml
rho degeri 0,448 0,433 0,287 -0,065 0,065 0,251 0,400 0,464 0,966
p degeri 0,003 0,004 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,008 0,002 <0,001
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43

* Anlamli korelasyon saptanan (rho>0,30 ve p<0,05 olan) olgular italik ve kalin punto ile gosterilmistir.
Kisaltmalar: LRI, Lamina rara interna

Elektron mikroskopik parametrelerin CD163 pozitif hiicre sayilar1 ile korelasyon

analizlerinde elektron mikroskopide saptanan glomeriilit ve okliizyon esliginde glomeriilit ile

mezengiyal ve toplam CD163 pozitif hiicre sayisi arasinda; okliizyon esliginde glomeriilit ile

ayrica intrakapiller CD163 pozitif hiicre sayis1 arasinda; elektron mikroskopide transplant

glomertilopatisi ve subendotelyal kdpiiksii materyal birikimi ile mezengiyal ve toplam CD163

pozitif hiicre sayisi, peritubuler kapiller basina CD163 hiicre sayis1 ve peritubuler kapiller

basina maksimum hiicre sayisi arasinda; endotelde fenestrasyon kaybi ile CD163 pozitifligi

degerlendirilen tiim parametreler arasinda degisken derecelerde istatistiksel olarak anlamli

korelasyon izlendi (Sekil 11).

CD163 ve elektron mikroskopi bulgularinin korelasyonu

0,7
0,6
g 05 |- — —
3
E 04 - — — — — —
s g
st 03 - = L B = | | | = - —
§ =
° 0,2 - — —_——— —— — — —_— —_—
S
0,1 — — — ——
0 " T . i
Mezangiyal | Intrakapiller ‘ Toplam ‘ BBA Maksimum
CD163 glomeriiler CD163 peritubuler kapiller
WEMEM_g 0,514 0,483
u EM EM-okliizyon birlikteliginde g 0,595 0,34 0,588
EM EM_cg 0,567 0,547 0,445 0,425
w EM Glomeriil endotelinde sisme 0,353
1w EM LRi'de lisensi artisi
EM Subendotelyal képiiksii materyal 0,445 0,439 0,38 0,41
EM Endotelde fenestrasyon kaybi 0,501 0,383 0,521 0,468 0,462
EM Mezengiyal hiicre interpozisyonu 0,545 0,504 0,552 0,484
EM EM_ptcml 0,433 0,404
EM EM_ptcml (en siddetli) 0,473 0,449

Sekil 11. CD163 pozitif hiicre sayilari ile elektron mikroskopik parametrelerin korelasyonu
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Isik mikroskopik olarak cg saptanmayan ancak elektron mikroskopide cg saptanan,
Banft skorlama kriterlerine gore skor cg/a olarak tanimlanan erken transplant glomeriilopatisi
5 olguda belirlendi. Bu olgularin klinikopatolojik 6zelliklerine bakildiginda olgularin 2’sinde
biyopside AAR tanis1 bulundugu goriildii. Erken transplant glomeriilopatisi saptanan bu 5

olguya ait detayli veriler Tablo 12’de 6zetlenmistir.

Tablo 12. Elektron mikroskopik erken transplant glomeriilopatisi saptanan olgulara ait 6zellikler

Vaka | Yas Cinsiyet g ptc C4d Banff 2013 DSA Tan1 Transplantasyon Takip Graft
No kriterlerine sonras1 biyopsi stiresi (ay) kaybi
gore EM'de zamani (ay) (ay)
siddetli ptcml
78 13 Erkek 0 1 0 Negatif Borderline 15 63 var
degisiklikler
107 33 erkek 2 2 2 var Kronik aktif 80 5 yok
AAR
108 14 Erkek 3 2 0 Akut THAR 62 2 var
(1a), kronik
aktif THAR
152 18 Erkek 0 0 0 Negatif IFTA 106 4 yok
158 17 Erkek 3 3 3 Akut THAR 34 25 var
(2a), akut AAR

*Klinik ve patolojik verilerde eksikler bulunan olgularda ilgili verinin kutucugu bos birakilmustir.

Kisaltmalar: THAR, T hiicre araculi rejeksiyon; AAR, antikor aracili rejeksiyon; IFTA, interstisyel fibrozis ve
tubuler atrofi

Elektron mikroskopik olarak cg lezyonu saptanan (cg/a), 151k mikroskopide cg lezyonu
saptanan (>cglb) ve cg lezyonu saptanmayan (cg() olgular ii¢ ayr1 grup halinde CD163
pozitif hiicre sayilar1 agisindan karsilastirildi. Bu karsilastirma sonucunda glomeriil bagina
mezengiyal, intrakapiller ve toplam makrofaj sayisi, peritubulerlerde BBA basina intrakapiller

CD163 pozitif makrofaj sayis1 gruplar arasinda anlamli dl¢tide yiliksek bulundu (Sekil 12).

CD163 parametreleri icerisinde cg alt gruplarinda yalnizca peritubuler kapiller

intrakapiller maksimum makrofaj sayist gruplar arasi farklilik gostermedi (p=0,063).
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p <0,001 p <0,001

4.00

T T T
cg0 cgla cg>=1b
Transplant glomerilopati g0
(cg)

CD163 glomeriiler mezangiyal makrofaj sayisi
(glomeriil basina)
CD163 glomeriiler mrlam makrofaj sayisi
(glomeriil basina)

T T
cgla cg>=1b
Transplant glomerilopati

p=0,044 p=0,027

2.504

2.004

oo

1.50

so-{ ’—\_l—|
* J=="

e A R FESS SR T T T
cg0 cgla cg>=1b cg0 cgla cg>=1b
Transplant glomeriilopati Transplant glomerilopati
(cg) (cg)

sayisi
(BBA basina)

1.00+

CD163 glomeriiler intrakapiller makrofaj sayisi
(glomeriil basina)

CD163 peritubuler kapillerde intrakapiller makrofaj

Sekil 12. CD163 pozitif makrofaj sayisinin cg0, cgla ve cglb gruplari arasinda karsilagtiriimasi

Elektron mikroskopik parametreler arasindan elektron mikroskopik olarak glomeriilit
varlig1 ve lamina rara internada liisensi artig1 arasinda CD56 interstisyel boyanmasi arasinda
ters bir iliski bulundu. Elektron mikroskopik olarak glomeriilit bulunan (%92,6’sinda
interstisyel olarak CD56 negatif) ve LRI liisensi artis1 olan (%93,3’{inde interstisyel olarak
CD56 negatif) biyopsilerde CD56 ile interstisyel alanda boyanma goriilmedi (p<0,05).

DSA verisi bulunan olgularda elektron mikroskopik bulgular ile DSA sonucu arasinda
ki korelasyon degerlendirildiginde yalnizca en siddetli multilamellasyon gdsteren peritubuler
kapillerdeki lamel sayis1 ve Banff 2013 smiflamasina gére ptcml skoru arasinda korelasyon

bulundu (rho ve p degerleri sirastyla: 0,658 ve 0,010; 0,523 ve 0,055).
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Tan1 alt gruplarinda elektron mikroskopik olarak degerlendirilen parametreler
arasindaki farklarin sorgulandigi analiz sonuglari Tablo 13‘te verilmistir. Sonug¢ olarak
okllizyon eslik eden glomertilit, selliiler interpozisyon, cg varligi ve en az bir adet =>5
multilamellasyon gdsteren peritubuler kapiller varligi parametreleri AAR grubunda,
rejeksiyon dist ve THAR gruplarina gére anlamli bir sekilde daha yiiksek oranda belirlendi
(»<0,05) (Sekil 13). Akut-kronik aktif AAR arasinda elektron mikroskopik veriler a¢isindan
fark goriilmezken, C4d negatif ve pozitif AAR gruplarnn arasinda en az bir adet =5
multilamellasyon gosteren peritubuler kapiller varligi C4d pozitif grupta anlamli derecede
yliksek bulundu (p=0,024) (%87,5 ve 9%30,8). Elektron mikroskopide degerlendirilen
peritubuler kapiller bazal membraninda en siddetli multilamellasyon sayist degerleri C4d
pozitif ve C4d negatif AAR gruplar1 arasinda karsilastirildiginda C4d pozitif AAR grubunda
anlamli olarak daha yiiksek sayida peritubuler kapiller multilamellasyonu belirlendi

(»=0,036) (strastyla 6,73+£2,9; 4,4+1,71).
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Tablo 13. Biyopsi tan1 gruplar arasinda elektron mikroskopik bulgularin farkliliklarinin sorgulanma sonuglari

Karsilasgtirma Yapilan Tan Alt Gruplarn
Rejeksiyon dis1 ve THAR, Akut ve mikst Akut ve kronik | C4d negatif ve C4d
AAR/AAR siiphesi ve (akut-kronik) AAR/AAR pozitif AAR/AAR
mikst rejeksiyon THAR* stiphesi** stiphesi

n= 45 n=16 n=20 n=20
Glomeriilit 0,057 1 0,079 1
Okliizyon
birlikteliginde <0,001 0,569 0,079 1
glomeriilit
Endotelde sisme 0,271 11 0,131 0,617
Lamina rara
internada lusensi 0,659 0,245 1 0,566
artisi
Subendotelyal 0,263 0,604 0,613 0,642
tilyiimsii materyal
Endotelde
fenestrasyon 0,133 0,507 0,655 0,92
kaybi
Mezengiyal hiicre <0,001 0,547 0,202 0,566
interpozisyonu
Transplant ~ ~ 0,004 1 0,161 1
glomeriilopatisi
pteml 0,176 0,396 1 0,149
>1 adet
>Smultilamellasyo
n gosteren 0,03 1 0,325 0,08
peritubuler
kapiller varhg:
>1 adet
>Smultilamellasyo
n gosteren 0,084 1 0,606 0,024
peritubuler
kapiller varhg:

* Kronik THAR grubundaki 6 biyopside elektron mikroskopik degerlendirme bulunmadigindan karsilagtirma
akut ve mikst akut-kronik THAR gruplar arasinda yapilmaistir.

** AAR/AAR siiphesi tanili olgularda kronik AAR ile uyumlu yalnizca bir biyopsi bulundugundan analizlere bu
olgu katilmamustir.

**% Anlamli p degerleri italik ve kalin punto ile gosterilmistir.
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16
14
12
10
u Rejeksiyon digi
8 w THAR
AAR/AAR siiphesi
6  Mikst rejeksiyon
4
2 — _— —_— .
. ‘_LL_I__h_.__-_L
Okluzyon birlikteliginde  Sellller interpozisyon Banff 2019 cg ptcml en az bir kapillerde
glomerdlit 25 multilamellasyon

Sekil 13. Tani alt gruplarina gore anlamli farklilik gosteren elektron mikroskopik parametreler

IV. Olgularin Klinik Seyri ve Prognoz Ozellikleri

Klinik takip verileri 68 hastada elde edildi. Biyopsi sonrasi takip siiresi 0 ile 93 ay
arasinda degismekte idi (medyan= 25). Graft kaybi 33 (%48,5) hastada izlendi.

Morfoloji, immiinhistokimya ve elektron mikroskopik verilerin prognostik Onemi
arastirildi. Elektron mikroskopi verisi ve klinik takip verisi bulunan hasta sayisi az sayida

oldugundan prognostik analiz elektron mikroskopik veriler i¢in gergeklestirilemedi.

Banff lezyon skorlarinin graft kaybi iizerine etkisi incelendiginde ¢, v, g, ptc, C4d, ct, ci,
cv, cg, pteml, ti, i-IFTA, t-IFTA skorlar agisindan prognostik farklilik goriilmedi (p>0,05).
Buna karsin ah, mm ve i skorlarmin graft kaybi izlenen hastalarda daha yiiksek oldugu

goriildil (p<0,05). Bu verilere ait detayli sonuglar Tablo 14’te verilmistir.
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Tablo 14. Banff lezyon skorlar1 i, ah ve mm ile graft kaybu iliskisi

Graft kaybi izlenme orani o - &
n (%) IS Odds orani (%95 giiven arahgi)
Interstisyel inflamasyon (i)
<2 11 (35,5) 3,64 [1,26-10,47]
>2 20 (66,7) 0,015
Arteriolar hiyalinizasyon (a/h)
<2 12 (36,4) 4,16 [1,4-12,35]
>2 19 (70,4) 0,008
Mezengiyal matriks artisi (mm)
<1 9 (34,0) 0,019 3,61 [1,21-10,71]
>1 21 (65,6)

Graft sag kalimi iizerine etkili oldugu goriilen yukarida belirtilen Banff skorlar ile ilgili

Kaplan-Meier grafikleri Sekil 14-16’de gosterilmektedir.

1.0 ah_01vs23
: .00
~I11.00
== .00-censored
- 1.00-censored
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=
v
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0.2+
0.04 p= 0,01

T T T T T
20 40 60 80 100

Biyopsi siiresi sonrasi takip siresi (ay)

[P

Sekil 14. Banff lezyon skoru a/’nin graft sag kalimu ile iligkisi
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Sekil 15. Banff lezyon skoru mm’nin graft sag kalimu ile iliskisi
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Sekil 16. Banff lezyon skoru i’nin graft sag kalimi ile iliskisi
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CD163 immiinhistokimyasi ile degerlendirilen interstisyel, mezengiyal ve intrakapiller
makrofaj sayisi ile graft sag kalimi arasindaki iligki degerlendirildiginde yalnizca interstisyel
inflamasyondaki CD163 pozitivite skoru ile graft sag kalimi arasinda anlamli iligki bulundu
(p<0.05). interstisyel inflamasyon skoru 2-3 olan olgularda graft kayb, skor 0-1 olan olgulara
kiyasla daha yiiksek bulundu (p=0,04) (%80 ve %36,1) (Odds orant: 7,08 [1,68-29,76]) (Sekil
17).

10 CD163
: interstisyel
inflamasyon_01vs23
~I1.00
1100
~t+=.00-censored
0.84 ~4= 1.00-censored
K
E
e | 0.6
)
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W 0.4
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&
0.2 H,
0.0 p =0,004

T T T T T
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Biyopsi sonrasi takip siiresi (ay)

O

Sekil 17. CD163 pozitif interstisyel inflamatuvar hiicre skoru’nun graft sag kalimu ile iliskisi

Graft sagkalimi acisindan interstisyel, glomeriiler ve peritubuler kapiller CDS56

boyanmasi yoniinden herhangi bir farklilik saptanmadi (p>0,05).

Prognoz tizerinde etkili oldugu saptanan bu parametrelerden Cox orantili tehlikeler
varsayimini  saglayanlar coklu degiskenli modele konularak analizler gergeklestirildi.

Sonuglar asagidaki tabloda gosterilmektedir (Tablo 15).
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Tablo 15. Prognoz iizerine etkili parametrelerin Cox orantil1 tehlikeler modeline gore graft kayb1 {izerine etkisi

HR [%95 giiven arahgi] P degeri

CD163-interstisyel inflamasyon skoru

2,57 [1,07-6,19] 0,036
(01 vs 23)
Interstisyel inflamasyon (i) (01 vs 23) 4,13 [1,41-12,12] 0,01
Transplantasyon sonrasi biyopsi
P 1,01 [1-1,01] 0,004
zamanina kadar gecen zaman (ay)

HR: tehlike oram

Tan1 kategorileri arasinda (rejeksiyon disi, AAR/AAR siiphesi, THAR, mikst
rejeksiyon) graft sag kalimi verileri degerlendirildiginde dort tan1 kategorisi gruplari arasinda
graft sag kalimi agisindan anlamli fark saptanmadi (p>0,05). THAR tani grubunda akut ve
kronik THAR alt gruplar1 ve AAR/AAR siiphesi tani grubu igerisinde akut ve kronik aktif
AAR ile C4d pozitif ve C4d negatif AAR alt gruplar1 graft sag kalimlar1 agisindan birbirleri
ile karsilagtirildiginda da gruplar aras1 anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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BOLUM V

TARTISMA

Son donem bdbrek hasarmin primer tedavi yontemi bdbrek transplantasyonudur. Bu
tedavi siirecinin yonetiminde rejeksiyon tan1 ve tedavisi hayati Onem tagimaktadir.
Calismamizda 85 bdbrek transplanti hastasina ait 56’s1 (%36) AAR ve AAR siiphesi, 38’1
(%24) THAR, 32’si (%20) mikst rejeksiyon ve 31’inde (%20) rejeksiyon dis1 tan1 alan toplam
161 adet biyopsi degerlendirerek elde edilen immiinhistokimyasal ve elektron mikroskopik

inceleme sonuglari ile histopatolojik ve klinik parametrelerin iliskisini arastirdik.

Calismamizda yer alan olgularin yas ortalamasi 34 olup %80 canli %20 kadavra nakli
s0z konusudur. Bu durum uluslararasi literatiire gore farklilik gostermekte olup iilkemizde
kadavra nakillerinin istenen diizeyde gerceklestirilemedigi gercegini dogrulamaktadir (59,

60).

Calisma grubumuzu olusturan rejeksiyon olgularinin alt tipleri arasinda Banff lezyon
skorlarmin siddetlerinin rejeksiyon alt tiplerinde farklilik gosterdigini belirledik. Banff
lezyonlarindan ¢ skoru mikst THAR de en yiiksek iken, ci, ct ve t-IFTA skorlar1 kronik aktif
THAR’de en yiiksek bulundu. Banff lezyonlarindan i-IFTA ve ti ise mikst THAR de akut
THAR’ye gore daha yiliksek bulundu. Bu sonug irdelendiginde akut ve kronik komponenti
birlikte bulunan THAR’lerde ¢ ve #i gibi aktif inflamatuvar lezyonlarin yalin akut formlara
gore daha siddetli oldugu goriilmektedir. Bu olgularda aktif inflamasyona eslik eden kronisite
bulgularinin da kronik aktif THAR’de siddetli olarak goriilmesi graftta olusan hasarin
birbirini takip eden siireclerin bir sonucu oldugu fikrini diistindiirmektedir.

Literatiirde indikasyon ve protokol biyopsileri lizerinde yapilan ¢alismalarin kanitlaria
bakildiginda THAR i¢in bu tezimizin dogrulugu goriilmektedir (61). T hiicre aracili immiin
hasarda i-IFTA’nin aktif ve kronik THAR arasinda bir gecis lezyonu oldugunu
gostermislerdir. Yine benzer bir ¢alismada i-IFTA ile ci, ct, i ve t-IFTA arasinda korelasyon
varlig1 kanitlanmistir (62). Bizim ¢alismamizda aktif lezyonlarin daha siddetli olmasi grafttaki
hasarin da daha siddetli olmasina ve bu nedenle bu biyopsilerde kronisite bulgularinin da daha
yiiksek olarak saptanmasinin sonucu olabilecegi yorumlanmustir.

Calismamizda C4d pozitif ve C4d negatif AAR alt gruplarina bakildiginda kronik
vaskiiler lezyonlarin C4d pozitif AAR’lerde daha ileri evrede oldugu belirlenmistir. cv, cg ve
ah lezyon skorlarmin ortalamasi1 C4d pozitif AAR’de C4d negatif AAR’ye kiyasla daha

yiiksektir. Her 1li¢ lezyon da vaskiiler yapilar ile iligkili olup, arteriyel, arteyioler ve
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glomeriiller kapillerleri ilgilendirmektedir. Transplant glomeriilopatinin AAR ile iligkisi ¢ok
aciktir (48, 63, 64). Fibroz intimal kalinlasmanin da yaklasik %50’sinin AAR ile iligkili
oldugu bilinmektedir (65). C4d pozitif AAR’lerde bu lezyonlarin daha siddetli oluslar1 bu
rejeksiyon tipinde endotel hasarinin C4d negatif gruba gore daha agir bir hasar olusturdugunu
diistindiirebilir. C4d pozitif AAR’nin g ve ptc gibi aktif lezyonlar agisindan birbirlerinden
farkli olmadiklart ancak cg, cv, ci ve ct gibi kronik lezyonlar agisindan C4d pozitif AAR nin
C4d negaitf AAR’ye gore daha agir seyrettigi gosterilmistir (66). Endotel hasar1 varliginin
cesitli biliylime faktorleri ve sitokinlerin salinmasi ile fibrotik ve proliferatif bazi

mekanizmalar1 devreye sokarak kronik lezyonlarin olugsmasini sagladig: bilinmektedir (67).

Banff lezyonlarmin birbirleri ile korelasyonu analizine baktigimizda AAR ve THAR
rejeksiyon tanilari altinda tanimlanan Banff lezyonlarinin her bir tani kategorisi iginde
birbirleri ile korele olduklar1 goriildii. Diger bir sdylemle AAR tanisi i¢in kullanilan g, ptc, cg
ve ptcml lezyonlan birbirleri ile; THAR tanisi i¢in gerekli i, ¢, #i, i-IFTA ve t-IFTA birbirleri
ile koreledir. Ayrica kronik aktif lezyonlar olarak kabul edilen i-IFTA ve t-IFTA; t, i ve ti gibi
aktif lezyonlar ile ve ci, ct gibi kronik lezyonlar ile koreledir. Bu bulgularimiz THAR’de
tubulointerstisyel inflamasyonun, AAR’de mikrovaskiiler inflamasyonun birbirleri ile paralel
yer aldigin1 gostermektedir. Aktif tubulointersitsyel inflamasyon ile ci ve ct korelasyonu da
yukarida bahsettigimiz sekilde inflamatuvar siireclerin fibrotik siireglerin tetikleyicisi

oldugunu ve graft kaybina giden siireci sekillendirdigini desteklemektedir.

Olgularimn klinik seyir 6zellikleri degerlendirildiginde Banff lezyonlar1 icerisinde ah, mm
ve i skorlarinin yiiksek olmasinin graft kayb1 ile anlamli 6l¢iide iligkili oldugunu saptadik. Bu
bulgumuz literatiirdeki benzer caligmalar ile karsilastirildiginda serilere gore farkli lezyonlar
prognostik anlamda &n plana ¢ikmaktadir (68-70). Ornegin, Sablik ve arkadaslarinimn
caligmasinda #i ve ci skorlar ile graft sagkalimi arasinda anlaml iligki gosterilmistir (71).
Ancak bahsedilen bu c¢alismada olgularin tamami kronik aktif AAR tani1 kategorisine dahil
olup bu farklilik g6z 6niline alinmalidir. Vurgulanabilecek diger bir nokta da bizim serimizin
biliylik cogunlugunun posttransplant 1. yildan daha gec¢ biyopsiler olmasi ve bu nedenle
zeminde kronik degisikliklerin yer almasidir. Bu nedenle prognostik analizlerde serimizde
graft sag kalimina etkisini gosteremedigimiz 6zellikle ci ve ct gibi lezyon skorlarinin benzer
oldugu diisiiniilmiistiir. Calismamizda graft sag kalimina etkisi oldugunu buldugumuz Banff
lezyonlarindan ah ve mm kronik, 7 ise aktif lezyonlar arasinda yer almaktadir. Literatiirdeki

serilerde ¢aligmalara dahil edilen olgularin DSA, C4d, biyopsi zamani ve merkezler arasi
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tedavi farkliliklar1 gibi cesitli faktorlerden etkilenmesine bagli olarak farkli sonuglarin elde

edilmesi kaginilmazdir.

AAR olgularinda inflamatuvar infiltrasyon olusturan hiicre alt tipleri son yillarda ¢esitli
caligmalarda {lizerinde durulan bir konudur. Bu amagla 6zellikle son yillarda bobrek transplant
biyopsilerinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda T hiicre, B hiicre ve makrofaj alt tiplerini,
immiinhistokimya, immiinfloresan veya molekiiler yontemler ile arastiran c¢esitli caligmalar

yaymlanmistir (41-45).

Calismamizda CD163 ekspresyonu ile Banff lezyon skorlari arasindaki iliski
degerlendirildiginde g, cg ve ptc ile CD163 arasinda korelasyon saptanmistir. Shin ve
arkadaglar1 benzer sekilde CD163 pozitif makrofajlarin Banff lezyon skorlari ile iligkisini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda Banff lezyonlari i, ¢ ve ptc ile CD163 pozitif hiicre sayis1 arasinda

iligki saptamiglardir (41).

Calismamizda CD163 pozitif inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ile rejeksiyon alt gruplari
arasindaki iligki saptanmamustir. Literatiirde bizim sonuglarimiz ile ¢elisen iki ayr1 ¢alisma
bulunmaktadir. Bu iki ¢alismada C4d pozitif AAR’de C4d negatif AAR’ye kiyasla glomeriil
ve peritubuler kapiller basina saptanan CD163 pozitif hiicre sayis1 yiiksek saptanmistir (72,
73). Arastirmacilar bu sonuglarindan yola ¢ikarak C4d pozitif AAR’de rol oynayan hiicrelerin
makrofajlar oldugunu, C4d negatif AAR’de ise glomeriilit ve peritubuler kapilleriti olusturan
hiicrelerin T hiicreleri oldugunu belirtmektedirler. Bizim ¢alismamizda C4d negatif ve pozitif

AAR’ler arasinda boyle bir sonug elde edilememistir.

Cesitli calismalarda makrofajlarin hem inflamatuvar yaniti uyarici etkileri yanisira
baskilayic1  etkileri olabilecegi  belirtilmektedir (74, 75). Bu farkli  durumun
monosit/makrofajlarin sadece varliklar1 degil fonksiyonel 6zellikleri tarafindan belirlendigi ve

bu etkilerin de zamanla degisebildigi gosterilmistir (76).

Calismamizda CD163 pozitif hiicrelerin interstisyumda belirgin olarak bulundugu
biyopsilerde tubuler atrofi ve interstisyel fibrozis skorlari daha diisiiktiir. Cogunlugu gec
donemde yapilmis biyopsilerden olusan serimizde fibrotik lezyon skorlarinin CD163
pozitifligi goriilen biyopsilerde daha diisiik olmasi monosit/makrofajlarin protektif etkisini
akla getirmektedir. Ancak graft sag kalim analizleri ile CD163 immiinhistokimyasal boyanma
sonuglar1 degerlendirildiginde glomeriil ve peritubuler kapillerlerde saptanan CD163 pozitif
hiicrelerin graft sag kalimi ile iliskisi bulunmazken, interstisyel alandaki CD163 pozitif

inflamatuvar infiltrasyonu yiiksekliginin graft sag kalimimi olumsuz yonde etkiledigini
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saptadik. Sablik ve arkadaslar1 ¢ok yakinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda kronik aktif AAR
olgularinda glomeriiler CD163 pozitif makrofajlarin graft sag kalimi tizerine etkisiz oldugunu,
ancak interstisyumda yer alan CD163 pozitif inflamatuvar infiltrasyonun graft sag kalim ile
olumsuz yonde iliski gosterdigini belirtmislerdir. Bu bulgumuz giincel literatiir bilgileri ile
uyumludur (42). Yukarida bahsettigimiz kismen ¢elisen sonuglarimizin irdelenmesi amaciyla
alt grup analizleri gerekmektedir. Calismamizda olgu sayilarimizin alt gruplarda kisithilig

giivenilir bir sonug i¢in engel teskil etmektedir.

Literatiirde NK hiicrelerinin AAR patogenezi ve graft kaybinda merkezi rol oynadigini
gosteren ¢alismalar mevcuttur. RNA transkript analizleri ile gergeklestirilen bir ¢alismada
AAR olgularinda THAR ve rejeksiyon dis1 tani1 gruplarina kiyasla anlamli oranda artmis
oldugu ve graft kaybinin 6énemli bir prediktorii oldugu ortaya konmustur (44). Shin ve
arkadaslar1  ¢aligmalarinda immiinhistokimyasal yontemle benzer sonuglar ortaya
koymuslardir (41). Yakin zamanda yayimlanan bir diger ¢alismada da allograft rejeksiyonu
bulunan biyopsilerde, immiinhistokimyasal yontem ile stabil graft fonksiyonu gosteren
biyopsilere kiyasla fazla sayida CD56 pozitif NK hiicreleri oldugunu saptanmistir (43). Yung
ve arkadaglar1 (46) ise immiinhistokimyasal yontemle CD3 negatif, CD56 pozitif NK
hiicrelerinin AAR olgularinda THAR ve rejeksiyon dis1 alt gruplara gére anlamli oranda
yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Ancak, bu bulgunun aksi ydniinde sonu¢ veren
calismalar da mevcuttur. Ornegin Sablik ve arkadaslarmin yakin zamanh galismasinda (42)
kronik aktif AAR vakalarinda immunfloresan mikroskopik inceleme yontemi ile
gerceklestirdikleri calismada glomeriillerde ve tubulointerstisyel alanda NK hiicre sayisinin
(CD57+/CD3+veCD57+) olduk¢a az miktarda oldugunu saptamis; vakalarin %40’ 1inda
pozitiflik gosteren hiicre tespit etmemislerdir. Bizim ¢aligmamizda da immiinhistokimyasal
yontem ile ve CD56 antikoru ile NK hiicreleri arastirilmis ve olgularin ¢ogunda CD56 pozitif
hiicre tespit edilmezken, rejeksiyon tipleri arasinda CD56 pozitif hiicre infiltrasyonu arasinda

anlamli fark saptanmamustir.

Bobrek transplant biyopsilerinde rejeksiyon patogenezinde ortaya ¢ikan elektron
mikroskopik bulgularin varligr ve potansiyel rolii uzun yillardir bilinen ve arastirilan bir
konudur. Bu lezyonlar AAR’de glomeriil ve peritubuler kapiller endotel hiicrelerinde
meydana gelen endotel aktivasyon bulgular1 ve bu aktivasyon sonucu ortaya ¢ikan lezyonlar

olarak Ozetlenebilir (48).

Glomeriillerde goriillen bazal membran duplikasyonu, mezengiyal interpozisyon,

subendotelyal elektron lusen genisleme ve kdpiiksii materyal birikimi, peritubuler kapiller
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bazal membranlarinda multilamellasyon ¢esitli caligmalarda transplant glomeriilopatisinde

gozlenen ultrastriiktiirel bulgular olarak ortaya konmustur (50, 52-56).

Wawamuno ve ark. (48) vakuolizasyon, hipertrofi, serrasyon ve lamina rara internada
genisleme gibi glomertiiler endotel aktivasyon bulgularini transplant glomeriilopatisi 6ncesi
geligsen erken lezyonlar olarak tanimlamislardir. Bu lezyonlarin transplant sonras1 yaklagik 39
giinde gelistigini bildirerek, bir ay kadar erken donemde ultrastriiktiirel degisikliklerin
elektron mikroskopi ile gosterilebilecegini, endotel hasarinin transplantasyon sonrasi erken
donemde subklinik diizeyde bagladigin1 gostermislerdir. Ayni ¢alismada lamina rara internada
lusensi artis1 ve subendotelyal genigleme transplant glomeriilopatisinde kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek bulunmus; endotel fenestrasyonu ise kontrol grubunda transplant
glomeriilopati grubuna gore anlamli oranda daha yiiksek bulunmustur. Peritubuler
kapillerlerde endotel hiicre aktivasyonun gostergesi olarak peritubuler kapiller bazal membran

multilamellasyonu degerlendirilmistir.

Calismamizda yer alan olgulardan, 33 hastaya ait degerlendirmeye uygun 45 biyopsinin
tamaminda transplant glomeriilopatisi ve AAR i¢in tanimlanan elektron mikroskopik bulgular

cesitli oranlarda (%17,8-84,4) tespit edilmistir.

Olgularimizda saptadigimiz elektron mikroskopik degisiklikleri tani alt gruplarina gore
karsilagtirmali olarak degerlendirdigimizde ise okliizyon eslik eden glomeriilit, mezengiyal
hiicre interpozisyonu, Banff 2019 kriterlerine gore cg varlifi ve en az bir adet =5
multilamellasyon gdsteren peritubuler kapiller varligi parametrelerinin AAR grubunda,
rejeksiyon dis1 ve THAR gruplarina gére anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugunu belirledik.
Benzer sekilde Haas ve arkadaglart bir  calismalarinda endotel hiicrelerinde sisme,
subendotelyal  genisleme, bazal membran duplikasyonu bulgularin1  transplant
glomeriilopatisinin erken lezyonlar1 olarak tanimlamis ve toplam 33 AMR olgusunun 19’unda
bu bulgularin her iiciinii de saptadiklarini belirtmislerdir. Altmis bes adet rejeksiyon disi

olgunun ise hicbirinde bu lezyonlar1 saptamamislardir (77).

Elektron mikroskopik degisikleri rejeksiyon alt gruplarina gore inceledigimizde ise
bizim calisgmamizda akut ve kronik aktif AAR arasinda elektron mikroskopik veriler
acisindan fark saptamadik. Ancak, C4d negatif ve pozitif AAR gruplar arasinda, C4d pozitif
grupta en az bir adet >5 multilamellasyon gosteren peritubuler kapiller varliginin anlaml
oranda yiiksek oldugunu saptadik. Elektron mikroskopide degerlendirilen peritubuler kapiller

bazal membraninda en siddetli multilamellasyon sayis1 degerleri de yine her iki grup arasinda
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karsilastirildiginda C4d pozitif AAR grubunda anlamli olarak daha yiiksek oldugunu
gosterdik. C4d pozitif AAR’de kronik vaskiiler lezyonlarin (cg, cv, ah) daha siddetli olmasi
ile benzer sekilde pfem/’nin de siddetli olmasi bu AAR grubunun C4d negatif olana gore daha

agir bir tablo olusturarak kronik graft hasarina yol a¢tigini diistindiirebilir.

Peritubuler kapiller bazal membran multilamellasyonu degerlendirmesi ile ilgili literatiir
sonuclart  gorece celigkili  sonuglanmistir.  Peritubuler kapiller bazal membran
multilamellasyonunun kronik AAR’nin bir komponenti oldugu gosterilmistir (56, 57, 78-81).
Onceki calismalarda peritubuler kapiller bazal membraninda orta ve ciddi (>7) tabaka sayis
kronik rejeksiyon ile iligkilendirilmis (82), ancak Wawamuno ve arkadaslari mevcut
caligmalarinda 3-4 tabaka izlenen multilamellasyonun transplant glomeriilopatisi grubunda
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde farkli oldugunu ortaya atarak bu hastalarin kronik AAR
ve DSA acisindan aragtirilmasini 6nermislerdir. Bu goriisiin aksine peritubuler kapiller bazal
membran multilamellasyonunun spesifik olmadigini, yalnizca siddetli multilamellasyonun
AAR ve kombine rejeksiyon gruplarinda anlamli olarak daha fazla oranda goriindiiglinii, hafif
diizeyde multilamellasyon bulgusunun ise nativ bobreklerde dahi goriinebilecegini gdsteren

caligmalar da yayinlanmastir (83).

Degisken literatiir bulgularinin bir sonucu olarak c¢esitli arastirmacilar tarafindan
raporlamada en ¢ok etkilenen kapillerdeki lamellasyon sayisinin belirtilmesi, >5 iizerinde
multilamellasyon gosteren kapiller sayisinin belirtilmesi, >5 iizerinde multilamellasyon
gosteren en az 3 kapiller sayisinin belirtilmesi gibi Oneriler ortaya atilmistir (50, 84-86).
Akademik tartigmalarin sonucunda giincel Banff siniflamasinda kronik aktif AAR tanisinda
doku hasar1 kriterlerinden biri olarak siddetli ptcm/ yerini korumakta ve bir kapillerde >7 ve
iki kapillerde >5 tabaka diizeyinde multilamellasyon olarak tanimlanmaktadir. Calismamizin
retrospektif dizayn1 geregi her olguda 10 ptc degerlendirilemediginden bu kriterin

giivenilirligi olgularimiz iizerinde test edilememistir.

Banff 2013 kriterlerinde kronik aktif AAR tanist i¢in bir adet >7 ve iki adet >5
lamellasyon gosteren peritubuler kapiller varligi kriteri ¢aligmamizdaki veriler esliginde
diistirilebilir. Sonuglarimizdan goriildiigii gibi en az bir tane >5 lamellasyon gdsteren
peritubuler kapiller varligi C4d pozitifligi ile korele olup antikor aracili hasara isaret
etmektedir. Elektron mikroskopinin rutin uygulamalarinda her biyopside en az 10 peritubuler
kapiller bulabilmek ve bunlar1 degerlendirmek giictiir. Bu nedenle grid iizerinde kabaca bir
tarama yapip en siddetli tutulmus kapilleri bulup en az 5 tabaka saymak kronik aktif AAR

tanist i¢in 151k mikroskopik veriler esliginde yeterli olabilir.
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Banff lezyon skorlari ile elektron mikroskopik olarak degerlendirilen parametreler
arasindaki korelasyon degerlendirmelerinde Banff lezyon skoru g ile elektron mikroskopide
en siddetli peritubuler kapiller bazal membran multilamellasyonu ve pfcm/ skoru arasinda
pozitif korelasyon saptanmistir. Banff lezyon skoru ptc ile bu parametreler arasinda ise
korelasyon saptanmamistir. Benzer sekilde ptc varligi ile ptcml arasinda anlamli iliski
saptanmamustir. Liapis ve arkadaslar1 (83) grad 2 ve grad 1 ptc lezyonu ile ptcml arasinda
anlamli farklilik gosterdikleri yayinlarinda bizim bulgularimiz ile benzer sekilde ptc ve pteml
lezyonlarinin spesifik olmadiklari, yalnizca siddetki ptcml’nin AAR igin belirleyici oldugu

goriigiinii desteklemislerdir.

Elektron mikroskopik lezyonlar ile DSA sonuglar1 arasindaki korelasyonu
degerlendirdigimizde en siddetli multilamellasyon gosteren peritubuler kapillerdeki lamel
sayist ve Banff 2013 siniflamasina gore ptcml skoru (0-3) parametreleri arasinda korelasyon
saptadik. Bu sonug literatiirde siddetli pfcml lezyonun DSA diizeyi ile korelasyonunu ortaya

koyan ¢esitli ¢calismalar ile uyum gostermektedir (50, 78, 87-90).

C4d pozitifligi ile elektron mikroskopik lezyonlar arasindaki korelasyonu
degerlendirdigimizde de Banff 2019 smiflamasina gore elektron mikroskopide transplant
glomeriilopatisi varligi, okliizyon esliginde glomeriilit, endotelde fenestrasyon kaybi, skor >2
pteml ve en siddetli multilamellasyon gosteren peritubuler kapillerdeki lamel sayisi gibi
endotel aktivasyonu ile iliskili lezyonlar arasinda C4d pozitifligi arasinda anlamli korelasyon
saptadik. Bu sonucumuz Wawamuno ve arkadaslarinin peritubuler kapillerlerde C4d birikimi
ile endotel anomalileri arasinda korelasyon gdsteren ¢alismast ile uyumludur (48). Ancak, bir
diger ¢alismada elektron mikroskopide transplant glomeriilopatisi ile C4d varlig1 arasinda

iligki gosterilememistir (77).

Ozetle cesitli calismalarda, glomeriil ve peritbuler kapillerler arasinda gosterilen
ultrastriiktiirel ortak bulgular patofizyolojik mikrovaskiiler yanitin, global diizeyde

olusturdugu endotel hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (78).

Elektron mikroskopik diizeyde saptanan erken transplant glomeriilopatisi bulgular
cesitli calismalarda tanimlanmig olup (48) bizim ¢alisma grubumuzda da 151k mikroskopik
olarak cg saptanmayan ancak elektron mikroskopik incelemede cg/a grubunda tanimlanan
bes olgumuz bulunmaktadir. Bu olgularin ticlinde graft kayb1 gézlenmis, biyopsi tanilari graft
kayb1 gosteren bu olgularin ikisinde AAR tanisimi atlamistir. Az sayida olgu icin degisiklik

arz etse de elektron mikroskopik incelemenin 6nemi goriinmektedir. Bu ii¢ olguda AAR
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tedavisi verilmesi graft kaybin1 geciktirebilir miydi sorusunun yanit1 veri eksikligi nedeni ile
kesin olarak belirlenemese de erken kronik lezyonlarin saptanmasi agisindan elektron
miksokopisinin  6nemi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Literatiirde 2007 yilinda
gerceklestirilen bir anket calismasinda elektron mikroskopik inceleme imkani bulunan
laboratuvarlarin %75’inde klinik 6n taniya dayanarak elektron mikroskopik inceleme icin
doku ayrilmasi kararinin verildigi, merkezlerin yalnizca %22’sinde tiim transplant bobrek
biyopsilerden elektron mikroskopik inceleme i¢in doku 6rnegi ayrildig: tespit edilmistir (91).
Elektron mikroskopik inceleme siklikla glomeriiler hastaliklarin tanisi i¢in tercih edilmekte
olup glomeriiler hastalik tanisinin transplant bdbrek biyopsilerinin siirli bir grubunu
olusturdugu bilinmektedir (78). Banff 2019 siniflamasinda da elektron mikroskopik inceleme
konusundaki Oneriler giincellenerek tiim transplant bdbrek biyopsilerinden elektron

mikroskopik inceleme i¢in 6rnek ayrilmasi ve bloklanarak saklanmasi 6nerilmistir (78).

Calismamizda elekron mikroskopide transplant glomeriilopatisi mevcut olup 151k
mikroskopide cg saptanmayan 5 adet olgu (cgl/a) mevcuttur. S6z konusu bu grup ile 151k
mikroskopide transplant glomeriilopati bulunan (>cglb) ve transplant glomeriilopati
bulunmayan (cg0) olgular, CD163 pozitif hiicre yogunluguna gore karsilastirildiginda CD163
pozitif inflamatuvar hiicre sayilarmin bu ii¢ grup arasinda anlamli oranda farkli oldugu
saptadik. Transplant glomeriilopatisinin siddeti arttikca CD163 pozitif hiicre sayisinin da
artmakta oldugunu gordiik. Bu sonug¢ elektron mikroskopik inceleme imkani olmayan
merkezlerde CD163 immiinhistokimyasal antikorunun transplant glomeriilopatisinin erken
saptanmasinda potansiyel bir rolii olabilecegi diisiincesini akla getirmekte olup, olgu
sayimizin kisitliligi géz oniinde bulunduruldugunda bu hipotezimizin genis vaka serilerinde

test edilmesine ihtiya¢ oldugu diisiiniilmiistiir.

Elektron mikroskopik parametrelerin CD163 pozitif hiicre sayilar1 ile korelasyon
analizlerine baktigimizda ise elektron mikroskopide saptanan glomeriilit ve okliizyon
esliginde glomertilit ile mezengiyal ve toplam CD163 pozitif hiicre sayisi; okliizyon esliginde
glomeriilit ile intrakapiller CD163 pozitif hiicre sayisi; elektron mikroskopide transplant
glomeriilopatisi ve subendotelyal kopiiksii materyal birikimi ile mezengiyal ve toplam CD163
pozitif hiicre sayisi, peritubuler kapiller basina CD163 hiicre sayis1 ve peritubuler kapiller
basina maksimum hiicre sayisi; endotelde fenestrasyon kaybi1 ile CD163 pozitifligi
degerlendirilen tiim parametreler birbirleri ile degisen derecelerde korelasyon gdstermistir. Bu
bulgumuz da CD163 immiinhistokimyasal antikorunun transplant glomeriilopatinin

saptanmasinda potansiyel bir roliinii gliglendirmektedir.
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Calismamizin bir takim istiinliikleri ve kisitliliklart bulunmaktadir. Calismamiz tedavi
modaliteleri bakimindan farklilik gostermeyen iki merkezden dahil edilmis 6nemli sayida bir
olgu grubunu icermektedir. Bobrek transplantasyon biyopsilerinde yliriitiilmiis CD56 ve
CD163 mmiinkistokimyasal yonteminin kullanildig1 kisith sayida literatiir ¢aligsmas1 dikkate
alindiginda literatiire Onemli bir katki saglayacagi disiiniilmektedir.  Dual boyama
yonteminde bu antikor kombinasyonlarini kullanan ¢alisma literatiirde ¢ok azdir. Elektron
mikroskopik verilerin dahil edilmesi detayli inceleme imkani tanimaktadir. Bu faktorlere
ragmen retrospektif ¢aligma dizayni, immiinhistokimyasal pozitif hiicre sayimlarinin mantel
yapilmis olmasi, elektron mikroskopik ve klinik takip verilerinin tiim hastalarda elde

edilememis olmasi kisitlayici faktorlerdir.

Sonu¢ olarak, 161 olgu iizerinde yiriittiglimiz bu calismamizda rejeksiyon alt
gruplarinin histopatolojik olarak farkli gruplar1 olusturdugu literatiire paralel bir sekilde bir
kez daha ortaya cikarilmistir. CD163 antikorunun bu alanda farkli amagclar ile kullanimi
acisindan yeni bir bakis agis1 ortaya atilmistir. CD56 antikor pozitifliginin rejeksiyonlarda
dokuda beklendigi kadar yiiksek sayilarda olmadigi, bu verinin serilere gore degiskenlik
gosterebilecegi goriilmektedir. Rejeksiyon gelisiminde hangi kompartmanda saptanirsa
saptansin her tiir inflamatuvar reaksiyonun fibrotik siirecleri tetikledigi ve graft kaybina yol
actig1 gorlilmistiir. Bu nokta tedavi karari verirken kar-zarar dengesi gozetilerek dikkate

alinmalidir.
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BOLUM VI

SONUCLAR

* Calismanuza 2013-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’'nda AAR ve/veya THAR tanist almig 161 bobrek indikasyon
biyopsi olgusu dahil edilmistir.

= Olgularin Banff lezyon skorlar1 yeniden degerlendirilmis, tan1 kategorileri Banff 2019
smiflamasina gore giincellenmistir.

* Tim olgulara intraluminal ve interstisyel inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
degerlendirmek amaciyla immiinhistokimyasal olarak CD56/CD34 ve CD163/CD34
dual belirtegleri uygulanmistir.

= Elektron mikroskopik incelemenin miimkiin oldugu olgularda ultrastriiktiirel
rejeksiyon bulgulart dokiimente edilmistir.

= Olgularm 31’inde (%19,7) rejeksiyon saptanmamistir. Rejeksiyon tanisit alan 126
olgunun 56’s1 (%35,7) AAR ve AAR siiphesi, 38’1 (%24,2) THAR, 32’si (%20,4)
mikst rejeksiyon tanis1 almistir.

= (D163 immiinhistokimyasal incelemesinde interstisyel boyanma skorlarina gore
skor<2 ve skor >2 olan iki grup arasinda skoru> 2 olan olgularda i, #i, ct, ci ve t-IFTA
skorlart anlamli oranda yiiksek bulunmustur.

* Glomeriillerde izlenen CD163 pozitif hiicrelerin sayis1t AAR ve mikst rejeksiyon
grubunda rejeksiyon izlenmeyen grup ve THAR grubunda yiiksek bulunmustur.

* Glomeriillerde toplam ve mezengiyal CD163 pozitif hiicre sayisi, Banff lezyon
skorlar1 g, ptc ve cg skorlart ile korele bulunmustur.

= (D56 immiinhistokimyasal incelemesinde 16 (%13,4) biyopside interstisyumda
ekspresyon gosteren hiicre saptanmistir. Banff lezyon i skoru >2 olan grupta daha
yiiksek oranda interstisyel CD56 pozitif hiicre saptanmig, mm=>1 olan grupta ise CD56
pozitifligi diisiik oranda belirlenmistir.

= Elektron mikroskopide saptanan ultrastriiktiirel bulgular iliskili Banff lezyon skorlar
ile korele bulunmustur.

= Elektron mikroskopide saptanan glomeriilit ve okliizyon esliginde glomeriilit,
transplant glomeriilopatisi, subendotelyal kabarik tiiylimsii materyal birikimi ve
endotelde fenestrasyon kaybi ile mezengiyal ve toplam CD163 pozitif hiicre sayisi

arasinda korelasyon saptanmuistir.
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DSA sonucu ile en siddetli multilamellasyon gdsteren peritubuler kapillerdeki lamel
sayis1 ve peritubuler kapiller bazal membrant multilamellasyonu (ptcml) skoru
arasinda korelasyon saptanmuistir.

Banff lezyon skorlar1 ah, mm ve i graft kaybi izlenen hastalarda daha yiiksektir.
CD163 immiinhistokimyas: ile interstisyel inflamasyon skoru 2-3 olan olgularda graft
kayb1, skor 0-1 olan olgulara kiyasla daha yiiksek bulunmustur.

Calismamizda rejeksiyon alt gruplarinin histopatolojik olarak farkli gruplar
olusturdugu gosterilmistir.

CD163 antikorunun bu alanda farkli amaglar ile kullanimi agisindan yeni bir bakig
acist ortaya atilmistir.

CD56 antikor pozitifliginin rejeksiyonlarda dokuda beklendigi kadar yiiksek sayilarda
olmadigi, bu verinin serilere gore degiskenlik gosterebilecegi goriilmustiir.

Rejeksiyon gelisiminde tiim kompartmanlardaki inflamatuvar reaksiyonun fibrotik
stirecleri tetikledigi ve graft kaybina yol a¢tig1 goriilmustiir.

Tedavi karar1 verirken kar-zarar dengesi gozetilerek dikkate alinmalidir.
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