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TESEKKUR

Basta, tiim dgrenim hayatimi borglu oldugum Tiirkiye Cumhuriyeti’nin Kurucusu Ulu Onder
Mustafa Kemal Atatiirk olmak {izere, bu ¢agdas egitim ortamin1 bize hazirlayan Baskent
Universitesi (BU) saygiyla ve sevgiyle

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Basta degerli danismanim BU Immiinoloji ve calisma
arkadas1 sayin olmak {iizere, bu yiiksek lisans programinin planlanmasi

ve uygulanmasinda emegi gecen tiim hocalarima tesekkiirlerimi sunuyorum.

Boyle degerli bir multidisipliner aragtirmay: ytiriitecek ve bu eseri yazacak cesareti bulmam
konusunda beni yiireklendiren, her asamasinda bilimsel katkilarin1 ve dostluklarimi
esirgemeyen, az bulunur bir dayamisma ve ekip ruhu ile calisan muhtesem iiglii, BU
Immiinoloji

yiirek dolusu tesekkiirlerimi sunarim.

Bu zahmetli ¢alismanin gériinmez kahramanlari,

a tim

emeklerinden dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Ayrica, yasamimin O6nemli kismimi kaplayan egitim ve is yasamima biytik bir 6zveri ile

katlanan ve her adimda desteklerini esirgemeyen, degerli esim Faik Terzi’ye, canim kizlarim

Imge ve Doga’ya kucak dolusu sevgi ve tesekkiirlerimle...
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OZET

Kardiyak Nakillerin Tekrarlayan Antikor Aracihi  Rejeksiyonunda
Dokudaki immiinglobulin-G Pozitif Plazma Hiicre Profili Ve Serum Donér Spesifik
Antikor Diizeyleri ile iliskisinin Arastirilmasi, Baskent Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Immiinoloji anabilim dah transplantasyon Immiinolojisi tezli yiiksek

lisans programi

Kardiyak allogreftin antikor aracili reddi (AMR), kronik greft hasari, greft kayb1 ve
tedavi giicligi ile iliskili sinsi bir siirectir. Patolog, immiinolog ve klinisyen i¢in, sinirlar
heniiz net tanimlanamamais, zorlu bir tan1 olmay1 siirdiirmektedir. AMR'nin immiinopatolojik
ve morfolojik 6zelliklerinin dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasi ve teshisi, zamaninda
miidahale ve tedavi i¢in vazgeg¢ilmezdir. Ayrica risk altindaki greft alicilarinin belirlenmesi
ve dogru yontemlerle izlenmesi greft disfonksiyonu ve kardiyovaskiiler mortalite gibi
istenmeyen sonuglart dnlemek ve gereksiz immiinsupresyonun komplikasyonlarindan ve
maliyetinden ka¢inmak acisindan Onemlidir. Nakil kalp izleminde, detaylandirilmis
immiinolojik testler ve endomiyokardial biyopsilerin histopatolojik incelemeleri uygun tedavi
yaklagimlarina rehberlik etmektedir. Bu tez ¢alismasinda, Oncelikli hedefimiz AMR
patogenezinde plazma hiicrelerinin ve onlarin iiriinleri olan immiinglobulinlerin (Ig) roliini
anlamak, histopatolojik ve immiinolojik incelemelerde potansiyel yardimci belirtecler
bulmakti. Merkezimizin Patoloji ve Immiinoloji arsivlerinde yeterli materyali ve hasta
kayitlar1 bulunan 19 allogreft kalp nakil hastasindan alinmis 91 endomiyokardiyal biyopsi
(EMB) spesmeni ve immiinolojik tetkikler i¢in alinmis senkron serum Ornekleri ile
retrospektif multidisipliner bir ¢aligma planladik. Calisma grubu, tekrarlayan AMR ataklari
ile kronik seyir izleyen hastalardan olusturuldu. Tim doku Ornekleri tanisal patoloji
rutinimizdeki immiin belirteglere (C4d, CD68) ek olarak, CD138, IgG, IgG1 ve IgG3 ile
immiinhistokimyasal boyamalar ile tekrar degerlendirildi. Miyokardial interstisyumda,
subendokardial alanda veya kapiller limenlerindeki tiim enflamatuar hiicreler dikkate
alinarak, en sik pozitif hiicre bulunan alanlar segilerek, bir biiylik biiyiitme alanindaki pozitif
mononiikleer hiicreler sayildi, ayrica, %10 esik deger esas alinarak, alandaki boyanmayan

enflamatuar hiicrelerle birlikte tiim enflamatuar hiicrelere orani hesaplandi. Ayni yontem ile
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endotelyal hiicrelerdeki pozitiflik oranlar1 da kaydedildi. Dokuda sadece bir adet CD138
pozitif plazma hiicre varligi, ya da IgG, IgG1 veya IgG3 pozitif monontikleer hiicre varligi
hem C4d pozitifligi hem DSA pozitifligi ile iligkiliydi. Endotelyal hiicrelerdeki pozitiflik
oranlar1 da pozitif mononiikleer hiicre oranlar1 ile paralel seyretti ve tani gruplarina
dagilimlar1 anlamh farkliliklar gosterdi. Akut rejeksiyon ve tedavi zamanlar1 dikkate alinarak
yapilan hasta bazli analizlerde, dokuda IgGl ve IgG3 pozitif hiicrelerin bulunmasi ve
sayilarinin artig1 hastanin senkron serumundaki DSA MFI diizeyleri ile yakin korelasyon
gosterdi. Her biri, 6zellikle patoloji rutininde histomorfolojik ve immiinhistokimyasal C4d ve
CD68 bulgular1 smirda olan, DSA durumu bilinmeyen AMR-1 olgularinda potansiyel

yardimci belirtegler olarak one ¢ikti.

Anahtar Kelimeler: AMR, kardiak allogreft, plazma hiicreleri, IgG1, IgG3

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: KA22/403) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca
desteklenmistir. Ayrica calisma, 1964 Helsinki Bildirgesi ve sonraki degisikliklerine uygun
olarak tasarlanmistir. Raporlanan arastirma ve klinik faaliyetler, “Organ Ticareti ve Organ
Nakli Turizmi Istanbul Deklarasyonunda” belirtilen istanbul Bildirgesi ilkeleri ile
uyumludur. Veriler geriye doniik olarak toplandigi i¢in birey diizeyinde bilgilendirilmis onam
alinmamustir.
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ABSTRACT

Investigation Of The Relationship With Tissue Immunoglobulin-G Positive
Plasma Cell Profile And Serum Donor Specific Antibody Levels In Repeat Antibody-
Mediated Rejection Of Cardiac Transplantations, Baskent University Institute of Health

Sciences, Department of Immunology, Transplantation Immunology master's program
with thesis

Antibody-mediated rejection (AMR) of cardiac allograft is an insidious process
associated with chronic graft damage, graft loss, and difficulty in treatment. It remains a
challenging diagnosis for the pathologist, immunologist, and clinician; its boundaries are
unclear. Accurate and rapid diagnosis of immunological and histopathological features of
AMR are indispensable for timely treatment. Monitoring them properly is essential to prevent
undesirable outcomes and avoid unnecessary immunosuppression and costs. In transplant
heart follow-up, detailed immunological tests and histopathological examinations of
endomyocardial biopsies guide appropriate treatment approaches. In this thesis study, our
primary goal was to understand the role of plasma cells and their products, immunoglobulins
(Ig), in the pathogenesis of AMR and to find potential helpful markers in histopathological
and immunological examinations. We planned a retrospective multidisciplinary study with 91
endomyocardial biopsy (EMB) samples taken from 19 allograft heart transplant patients and
synchronous serum samples taken for immunological examinations, for which there is
sufficient material and patient records in the Pathology and Immunology archives of our
center. The study group consisted of patients with a chronic course with recurrent AMR
attacks. All tissue samples were re-evaluated with immunohistochemical stainings with
CD138, IgG, IgGl, and IgG3, in addition to the immune markers (C4d, CD68) in our
diagnostic pathology routine. Taking into account all inflammatory cells in the myocardial
interstitium, subendocardial area, or capillary lumens, positive mononuclear cells were
counted in a high magnification field by selecting the areas with the most positive cells, and
the ratio of all inflammatory cells to all inflammatory cells in the field was calculated, based
on a 10% threshold value. Positivity rates in endothelial cells were also recorded using the
same method. Only one CDI138-positive plasma cell or IgG, IgGl, or IgG3-positive
mononuclear cell in the tissue was associated with C4d positivity and DSA positivity.
Positivity rates in endothelial cells were also parallel to positive mononuclear cell rates, and

their distribution among diagnostic groups showed significant differences. In patient-based



analyses, taking into account acute rejection and treatment times, the presence of IgG1 and
IgG3 positive cells in the tissue and the increase in their numbers showed a close correlation
with the DSA MFI levels in the patient's synchronous serum. Each of them stood out as a
potentially helpful marker, especially in AMR-1 cases with borderline histomorphological
and immunohistochemical C4d and CD68 findings in the pathology routine and unknown

DSA status.

This study was approved by Baskent University Medicine and Health Sciences
Research Board (Project no: KA22/403) and supported by Baskent University Research Fund.
Additionally, the study was designed in accordance with the 1964 Declaration of Helsinki and
its subsequent amendments. The research and clinical activities reported are in line with the
Principles of the Istanbul Declaration set out in the “Istanbul Declaration on Organ
Trafficking and Transplant Tourism”. Since the data were collected retrospectively, informed
consent was not obtained at the individual level.
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ONSOZ

Bu arastirmaya, solid organ nakli sonrasi akut veya kronik doku reddinde plazma
hiicre alt gruplarinin 6nemini sorgulayarak basladik. Nakil kalplerin doku reddi (rejeksiyon)
yoniinden rutin izleminde ve tedavi planlamasinda etkin bir sekilde kullanilmakta olan
endomiyokardial biyopsi (EMB) orneklerinde plazma hiicrelerinin ne siklikta karsimiza
cikacagini ve ozellikle antikor aracili rejeksiyonlarda (AMR) hangi immiinglobulin-G (IgG)
alt gruplarinin rol aldigin1 aragtirmak i¢in kiigiik bir hasta grubuyla bir 6n ¢aligsma planladik.
Baskent Universitesi'nde gergeklestirilmis kalp nakil hastalarindan klinik seyri tekrarlayici
AMR ataklan ile giden ve eszamanli serum Orneklerinde panel reaktif antikor (PRA) ve
dondre 6zgl antikor (DSA) diizeyleri bilinen 12 hastanin 14 EMB spesmeni mercek altina
aldik (Tablo 1). Ekonomik sinirlilik nedeniyle, IgG ve alt gruplarindan sadece 1gG4 pozitif
plazma hiicrelerini immiinhistokimyasal yontemle aradik. IgG4’ii oncelememizin nedeni,
kroniklesmis sinsi seyirli AMR ataklarinda IgG4 alt grup plazma hiicrelerinin giiriiltilii bir
rejeksiyonu dizginleyici rolii olabilecegi yoniinde dngoriilerimizin olmastydi. Bu biyopsilerin
13’1 histopatolojik olarak pilir veya miks AMR tanist almisti, biri ise piir akut hiicresel
rejeksiyon (ACR) taniliydi. Isik mikroskobiyle, plazma hiicrelerinin en yogun oldugu 1 biiyiik
biiylitme alaninda (HPF), IgG pozitif hiicre sikligi ve tiim inflamatuar hiicrelere orani
degerlendirildi. Tiim olgularda, IgG pozitif hiicrelerin orani inflamatuar infiltratin %10’unu
gecmekteydi. Pozitif kontrollii yapilan IgG4 immiin-boyamalarinda, tiim alanlarinin
taranmasina karsin, IgG4 pozitif plazma hiicresi saptanmadi. Bu hastalarin biyopsileri ile
eszamanli alinmis serum Orneklerinde saptanmis PRA/DSA ve antikorlarin baglanma giiclinii
gosteren MFI (meanfloresan intensity) diizeylerinin IgG pozitif plazma hiicre sayilar ile
ilging bir sekilde korelasyon gosterdigi dikkatimizi ¢ekti. Bu 6n ¢alismamiz 2022 Diinya
Transplantasyon Kongresinde sozel bildiri olarak sunulmustur.

Bu bulgular, renal transplantlarda, allograft kotli prognozu ile iliskilendirilmis ve yeni
tanimlanmis olan ‘plazma hiicresinden zengin akut rejeksiyonu akla getirmistir. Allograft
kalplerde belirginlesen plazma hiicre oranlarimin kronik sinsi klinik seyir gosteren AMR
ataklari ile iligkilendirilebilecegi diislincesiyle, daha genis olgu serilerinde kontrollii yapilacak
caligmalar ile plazma hiicre sayisi i¢in anlamli bir esik deger belirlemek istedik. Bunun yani
sira IgG4’lin bu ataklarda 6ne ¢ikmadigi anlasildigr i¢in diger alt gruplardan immiin
tetikleyici 6zellikleri ile bilinen diger alt gruplardan IgG1 ve 1gG3 pozitif plazma hiicrelerini
daha genis bir seride aramak istedik. Ekonomik siirliliklar nedeniyle, IgG2 alt grubunu

dokuda immiinhistokimyasal olarak degerlendirmek veya eszamanli serum Ornekleri
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merkezimizin ‘Transplantasyon Immiinolojisi Laboratuvari’nda bulunmasma karsin,
tekrarlayan AMR ataklar ile karakterli calisma grubumuzdaki hastalarin tiim biyopsilerinde
PRA/DSA diizeylerini retrospektif veya prospektif olarak belirlemek miimkiin olamadi.
Boylece calismamizi retrospektif olarak ulasilabilen mevcut PRA/DSA MFI diizeyleri ile
baglantil1 yiiritmeye karar verdik. Calisma grubumuzdaki ve kontrol grubumuzdaki hastalari
ulagilabilen tiim uygun EMB spesmenleri ve ¢alisilmis PRA/DSA MFI diizeyleri ile sinirl bir
sekilde kurgulamak zorunda kaldik. Immiinhistokimyasal degerlendirmelerde, IgG ve alt
gruplarinin, histo ve/veya immiino patolojik AMR tanist almis dokularda sadece plazma
hiicrelerinde degil, miyokardial kilcal damarlarin endotel hiicrelerinde de bagintil1 bir sekilde
immiin pozitiflik gozlenmesi, baz1 olgularda IgGl, bazilarinda IgG3 pozitifliginin baskin
olmasi endotelyal hiicrelere de odaklanmamiza neden oldu. Boylece arastirmamiz baslangigta
hedeflenen plazma hiicre sayisi ve oranlarini belirlemenin 6tesine gecti. Tiim spesmenlere ait
IgG, IgG1 ve IgG3 immiin kesitleri tekrar 151k mikroskobik degerlendirmeye alindi ve bu kez
pozitif endotelyal hiicreler, yamasal tutulum nedeniyle, sikligin en yiiksek oldugu alanda
sayilarak ylizde oranlari hesaplandi. Sonugta, dokuda tek bir CD138 pozitif plazma hiicre
varliginin bulunmasi, IgG pozitif sadece 2 adet inflamatuar hiicrenin bulunmasi veya kapiller
endotelyal hiicrelerde IgG ve/veya IgG1 veya IgG3 ile %10 un iizerinde pozitiflik bulunmasi
DSA MFT yiiksek diizeyleri ile istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Bu bulgular, immiin-histopatolojik bulgular1 kriterleri doldurmayan hafif dereceli
AMR ataklarinin dokuda saptanmasinda yardimci ek biyolojik belirtegler sunmaktadir.
Gilinlimiizde, diinya genelinde, patoloji rutininde, EMB 6rneklerinin AMR tanisinda, giincel
kriterleri degerlendirmek icin sadece C4d ve CD68 immiin boyamalar1 kullanilmaktadir.
Ingilizce Literatiir'de, immiinglobulinlerin veya alt gruplarmm greft organlarda
immiinhistokimyasal belirtegler ile arastirildigi baska bir c¢alismaya rastlamadik. Bu
calismamizda, biyopsi sonrast klinik belirti veya bulgu veren, DSA MFI diizeyi yiiksek,
dokuda immiin ve histopatolojik bulgularin rejeksiyon tanisi icin yetersiz kaldigi olgular
gozlemledik ve elde ettigimiz bulgular 15181inda, bdyle olgularda C4d ve CD68 negatif
oldugunda, erken kapiller hasarin1 gostermek icin, genel plazma hiicre belirteci olan CD138
ve IgG ve/veya IgG1 ve IgG3 antikorlarindan olusan ek bir immiin panel uygulamanin hafif
dereceli AMR1(i) tanisinda yararli olacagi kanaatine vardik ve merkezimizde uygulama karari

aldik.
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1. GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Kalp nakilleri, organ bagisinin ¢ok nadir olmasi nedeniyle diger organ nakillerinden farkli
baz1 6zellikler gosterir. Kalp nakli, sadece kadavradan yapilabilesi ve nakil i¢in karar verme
stirecinin ¢ok kisa olmasi nedeniyle, ek zorluklarla gergeklestirilmektedir. Kalp nakli dncesi
ve sonrasinda alicinin klinik, histopatolojik ve immiinolojik a¢idan multidisipliner bir
yaklasimla yakin takibi, nakledilen organin islevselliginin siirdiiriilmesi ve alicinin yagam
siiresi ve kalitesinin optimizasyonu i¢in vazge¢ilmezdir!.

Nakil sonrasi ortaya gikabilecek en Onemli sorunlardan biri, immiin mekanizmalarla
gelisen doku reddi hasaridir (rejeksiyon). Rejeksiyon, alicinin immdiin sisteminin, vericinin
nakledilen organini yabanci olarak algilayip ona kars1 savasma siirecini ifade eder ve iki farkli
yolaktan gergeklesen immiin mekanizmalarla, T hiicre aracili (hiicresel) rejeksiyon (ACR)
veya B hiicre aracili (hiimoral) rejeksiyon (AMR) olarak tamimlanir’>. Bazen her iki
mekanizma devreye girer ve mikst ACR ve AMR olarak tanimlanan siire¢ler meydana gelir.
Bu siiregler, alicinin nakil 6ncesi duyarlanma durumu, immiin baskilayicit (immiinsupresif)
tedavinin etkinligi veya yoOnetimine baglh olarak, nakil sonrasi, dakikalar iginde
baslayabilecegi gibi (hiperakut), ilk haftalarda veya aylarda (akut), bazen yillar iginde
tekrarlayan ataklar (kronik) halinde kendini gosterebilir. Alicinin bagisiklik hiicreleri
tarafindan greft organin yabanci olarak algilanmasi, vericinin hiicrelerindeki insan lokosit
antijenlerinin (human leukocyte antigen;HLA) varhigiyla iliskilidir’. Bu nedenle ‘HLA
uyumu’, nakledilen organ ya da dokunun (greftin) yasam siiresi ve islevselligiyle yakindan
iliskilidir. Nakil oncesi duyarlanma ile veya nakil sonrasi ortaya cikabilecek HLA hedefli
(anti-HLA) antikorlar, organ nakillerindeki Onemli engellerden birisidir. Panel reaktif
antikorlar (PRA) olarak da bilinen bu antikorlarin bir kismi ‘dondre 6zgii anti-HLA IgG
antikorlar1 (DSA)’ temsil etmektedir. Bu antikorlarin varligi, ozellikle antikor aracili

(hiimoral) rejeksiyon (AMR) ile iliskilendirilmistir®*

. Greft kalp alicilarinda, serumda
direngen DSA varlig1 ve tekrarlayan AMR ataklarinin kardiak allogreft vaskiilopatisi (CAV),
greft kayb1 ve mortalite ile yakin iliskili oldugu bilinmektedir*®. Bu ataklar ¢ogu zaman
kllinik olarak sessiz seyreder ve tani gii¢liigii yaratir. Bu nedenle kalp nakli alicilarinda, nakil
sonras1 akut rejeksiyon ataklarinin erken taninmasi i¢in histopatolojik degerlendirme esastir.
Operasyonu takiben belirli protokoller dahilinde rutin endomiyokardial biyopsi (EMB)
spesmenleri alinarak olas1 akut rejeksiyonlar yoniinden degerlendirilmesi, ek olarak klinik

belirti veya bulgu olmasi halinde endikasyon biyopsileri alinmasi, diinya genelindeki kalp



nakil merkezlerinde kabul gérmiis, giincelligini koruyan bir yontemdir®. Son yillarda biyopsi
spesmenleri iizerinde uygulanabilen immiinhistokimyasal ve immiinfloresan tekniklerin
gelisimi, 6zellikle klinik ve histomorfolojik olarak daha sinsi seyirli olabilen AMR ataklarinin

teshisinde patologlarin elini gii¢lendirmistir®.

Multidisipliner bir yaklasimla retrospektif planlanan bu tez ¢aligmasinin amaci, allogreft
nakil kalplerin tekrarlayan antikor aracili rejeksiyonlarinda, dokudaki immiinglobulin-G (IgG)
pozitif plazma hiicre alt grup profili (IgG1, IgG3 i¢in) ve sikliginin roliinii arastirmak, ayrica
immiinhistokimyasal tekniklerle saptanabilen, dokudaki IgG, IgG1 ve IgG3 pozitif plazma
hiicrelerinin ve endotel hiicrelerinin varliginin serumdaki ‘Dondre 6zgii HLA antikoru (DSA)’
pozitifligi ve baglanma giiciinii temsil eden MFI (meanfloresan intensity) diizeyleri ile
iliskisini aramaktir. Boylece greft kalp biyopsilerinde histopatolojik degerlendirmelerde, tani
giicliigli gosteren hafif dereceli AMR tanisinda yardimci olabilecek immiinhistokimyasal

belirtecler ve anlamli kantitatif esik degerlere ulasmaktir.

1.1. Nakil Oncesi Rejeksiyon Riskini Degerlendirmeye ve Onlemeye Yonelik Calismalar

Basarili organ naklinin Oniindeki en biiylik engel, alicinin dondriin insan 16kosit
antijenlerine (HLA) kars1 dnceden duyarlanmasidir. Duyarlanma, alici serumlarinda donore
ozgl anti-HLA IgG antikorlarinin (DSA) varligiyla yansitilir. DSA'"min yiiksek diizeyleri
giiclii allosensitizasyona isaret eder ve genellikle ‘hiicre bazli komplemana bagli sitotoksisite
capraz eslestirme’ (CDC-XM) testiyle tespit edilir. Pozitif oldugunda, AMR ve erken greft
kaybr riski yliksektir, bu nedenle pozitif bir CDC-XM uzun siiredir transplantasyon i¢in bir
kontrendikasyon olarak kabul edilmektedir'®. Bu nedenle, nakil éncesinde ve sonrasinda,
alicinin ve vericinin antikor varliginin, ¢esidinin ve etkinliginin belirlenmesi, potansiyel
risklerin ongoriilmesinde ve uygun tedavi protokollerinin se¢ilnesinde onemli katki saglar.
Ayrica, nakil 6ncesi zaman kazandiran ‘sanal capraz eslestirme’ (VXM) testleri i¢in olanak
saglar’'9, Nakil dncesi rejeksiyon riskinin degerlendirilmesi HLA (Sif I ve II) antikorlart
yani sira, HLA dis1t ve ABO antikorlarinin, izotiplerinin ve otoantikorlarin karakterinin
degerlendirilmesini igerir. Bu tespit yontemlerinin giiglii yonleri ve smirlamalar1 dikkate
alinarak, panel reaktif antikor (PRA) diizeyleri, ¢apraz eslestirme (crossmatch; CXM)
sonuglar1 ve greft alicisinda duyarlanmaya neden olabilecek 6zge¢mis bilgileri (gegirilmis
transfiizyonlar, hamilelikler ve dnceki transplantasyonlar gibi) elde edilerek AMR riskini
azaltmay1 hedefler. Bu kapsamli degerlendirme, nakil isleminden 6nce hastanin rejeksiyona

kars1 duyarliliginin belirlenmesine yardimei olur!.



1.1.1 HLA doku tipleme testleri

Nakil i¢in bekleme listesinde olan hastalar icin, belirli araliklarla, diisiik ¢oziintirliiklii
molekiiler yontemler kullanilarak, HLA doku tipleme testleri uygulanir. HLA alt gruplarindan
smif-I (HLA-A, -B, -C) ve simuf-II (HLA-DRB1 ve —DQ), her iki grubun belirlenmesi iki
basamakta onem arz eder. Nakil i¢in organ bulundugunda, alic1 ile vericinin doku grubu
uyumunun bilinmesi silirece hizlica baglanmasin1 saglar. Boylece olasi rejeksiyon risklerini
ongdérmemizi saglayan basamaklardan birisi gergeklesmis olacaktir. Kalp nakillerinde, ¢cogu
zaman ideal doku grubu uyumunu arama sansi yoktur. Ikinci basamakta, HLA doku
gruplarinin bilinmesi, nakil 6ncesinde alicida zaten mevcut olan anti-HLA antikorlar ile
verici doku grubunun karsilastirilarak potansiyel risklerin belirlenmesine olanak saglar. HLA
doku grubu testleri giinlimiizde ¢ogunlukla molekiiler yontemlerle calisilmaktadir. Doku
grubu testleri i¢cin tam kan 6rneginden elde edilen DNA, molekiiler yontemlerle ¢ogaltilarak 2
basamakli diisiik c¢oziiniirliikli veya 4 basamakli yiiksek ¢oziintirliiklii sonucglar elde
edilebilmektedir. Dondriin doku gruplarin yiiksek ¢oziiniirliikli olarak bilinmesi, yiiksek
oranda sensitize hastalarin nakil dncesi rejeksiyon riskini hizlica belirleyebilmek icin VXM

testi kullanimina da olanak tanir!.

1.1.2. Panel reaktif antikor (PRA) tarama ve tanimlama testleri

Bekleme listesindeki hastalara, duyarlilik durumlarinin belirlenebilmesi igin, 3 ya da 6
ayda bir antikor tarama testleri uygulanir. PRA olarak tanimlanan bu anti-HLA antikorlarin
belirlenmesinde gilinlimiizde solid faz yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu testler sadece
antikor varligin1 gosteren testlerdir. Antikor saptandiktan sonra PRA tanimlama ve/veya tek
antijen tamimlama (LSA) testleri calisilarak antikorun tipi (IgG, IgM gibi), MFI diizeyi,
kompleman aktivasyonu yapip yapmadig1 gibi parametreler belirlenir. PRA tanimlama testleri
panel icerisinde yer alan antikor yiizde oranlarini verirler. Yiikksek PRA pozitifligi olan
hastalar i¢in uygun dondr bulma sansi ¢ok azdir. Ornegin %70 PRA pozitif hasta i¢in uygun
dondr sansini, diger %30 oranindaki dondr havuzu belirleyecektir. Sensitize hasta tanimi
merkezler arasinda belirgin degiskenlik gostermektedir; bazi merkezler i¢in %10, bazi
merkezler igin %25 olarak belirlenmistir!'. Solid faz ydntemlerinin gelismesi, LUMINEX
teknolojsinde LSA testlerinin kullanilabilmesi, akan hiicre 6lger (flow cytometry) yontemiyle
antikorlarin tanimlanabilmesi, MFI degerlerinin daha net belirlenmesi, kalp bekleyen veya
greft kalpli hastalarin bu degerler iizerinden gruplandirilmasini saglamistir. Her merkez kendi

esik degerini belirlemektedir. Genellikle diisiik baglanma giicii olan antikorlar i¢in esik deger



MFI<1000 olarak kabul edilmektedir. Kabul edilebilir deger 3000<MFI<5000 arasindadir.
Nakil i¢in uygun olmadig diisiiniilen deger 5000>MFTI olup, 10.000>MFI degerlerinin hiicre
oliimiiyle (sitotoksisite) uyumlu oldugu kabul edilmektedir'?. Hastalarin nakil oncesi ve
sonrasinda PRA takipleri, desensitizasyon veya rejeksiyon tedavisi gereklili§ine karar
verilmesinde 6nemli rol oynar. Tedavi sonrasi takiplerinde de giivenilir bir yontem olarak

kabul edilmektedir.

1.1.3. Capraz eslestirme (XM) testleri

Serolojik olarak yapilan komplemana bagimli hiicresel sitotoksisite ¢apraz karsilastirma
(complement dependent cytotoxic crossmatch: CDC-XM), ve akan hiicre dlger yontemiyle
calisilan XM testleri 6zellikle bobrek nakillerinde oldukea sik kullanilan ve giivenilir sonuglar
veren testlerdir. Pozitiflikleri halinde nakil icin kontrendikasyon olustururlar. Ozellikle T
hiicre pozitifligi nakil i¢in %100 engel teskil ederken B hiicre pozitifligi i¢in kabul
edilebilirlik esigi %40 sinirindadir. Kalp nakli 6ncesi de XM testlerinin yapilmasi 6nerilmekle
birlikte, karar verme siiresinin ¢cok kisa olmasi nedeniyle, uygulamak her zaman miimkiin
olamamaktadir. Giiniimiizde, gelisen teknolojiler ile, tek antijen tanimlama yontemiyle
belirlenen LSA, ve bunlarin DSA olup olmadigi ve MFI degerleri saptanabilmektedir.
Boylece, saptanan antikorlarla  vericinin doku gruplart  karsilastirilarak VXM
yapilabilmektedir. VXM testleriyle hiperakut rejeksiyona neden olabilecek antijen antikor

birliktelikleri belirlenebilir!>!4.

1.2. Allogreft Kalplerin Nakil Sonrasi izlemi ve Karsilasilan Sorunlar

1.2.1. Allogreft nakil kalplerde akut rejeksiyonlarin sikhig1 ve sonuclari

Akut rejeksiyonlar, nakil sonrasi ilk aylarda sik goriilen bir komplikasyondur. Bu
rejeksiyon ataklarinin ¢cogunlugu akut T hiicre aracili (hiicresel) rejeksiyonlardir (ACR) ve
glinlimiizde, rutin immiinsupresyon tedavisinin giiclendirilmesi ile kolayca kontrol altina
alinabilmektedir'>. Antikor aracili rejeksiyon (AMR) ataklari, diger ifadelerle hiimoral veya
vaskiiler rejeksiyon ataklar ise, klinik ve histomorfolojik olarak daha zor taninan ve tedavi
yonetimi daha tartismali olan siiregler olusturur'®. Nakil sonrasi dakikalar i¢inde gelisen
hiperakut rejeksiyonlar dahil, AMR ataklari ilk aylarda veya yillar i¢inde goriilebilir. Nakil
oncesi Onlemler ve duyarsizlastirma tedavileri sayesinde hiperakut rejeksiyonlar giiniimiizde

nadiren goriilmektedir. ‘Uluslararas1 Kalp ve Akciger Nakli Dernegi’nin (ISHLT) 2009



raporunda, 2004-2008 yillar1 arasinda kalp nakilli hastalarin %21 ile 30’unun ilk 1 y1l i¢cinde
tedavi gerektiren rejeksiyon ataklar1 gecirmis olduklar bildirilmistir!’. ISHLT 2014 raporuna
gore, nakil sonrasi ilk bir yil i¢inde herhangi bir tipte rejeksiyon atagi gecirme sikligi, 2004-
2006 yillar1 arasinda %30 iken, 2010-2011 yillarinda bu oran %25’e gerilemistir. Hafif
dereceli (grade 1R) ACR ataklarin sadece izlem gerektirmesi nedeniyle, akut tedavi gerektiren
rejeksiyon sikligit  2004-2006 arasinda %23 iken, 2010-201lyillarinda ise %]13’e
gerilemistir'®. ISHLT 2009 raporunda, 1992-2008 arasinda meydana gelen &liimlerde akut
rejeksiyonlarin payi, ilk bir ayda %6, bir ay ile bir yil arasinda %12, bir yil ile ii¢ y1l arasinda
ise %10 ve bes yildan sonra %2’den az oldugu bildirilmistir'”. Bu verilere dayanarak, nakil
sonrast Oliimlerde rejeksiyonlarin payinin zamanla azaldig1r sonucuna varilabilir. Bu, zaman
iginde rejeksiyonlarin tan1 ve tedavisindeki gelismelerin basaris1 olarak degerlendirilebilir'®.
Bununla birlikte, kroniklesmis AMR ataklarinin greft kalbe verdigi immiin hasar énemli bir
klinik sorun olusturmaya devam etmektedir. ISHLT 2014 raporuna gore, akut rejeksiyonlar
ilk 3 yildaki oliimlerin %11’inden sorumlu tutulurken, kronik hasar greft yetmezliklerine
neden olmaktadir'®. Bdylece, tekrarlayan rejeksiyon ataklari kalp nakilli hastalar icin tiim
yasam boyunca Oliime yol acabilecek bir tehdit olmay1 siirdiirmektedir. Tekrarlayan AMR
ataklari, hizlandirilmis greft arteriosklerozu olarak bilinen kronik allograft vaskiilopatisine
(CAV) neden olarak fonksiyon veya organ kaybi ile sonuglanan agir morbidite ve

mortaliteden sorumlu tutulmaktadir*®,

AMR ataklar1 sirasinda, epikard arterlerinden
miyokardial interstisyel kilcal damarlara kadar tiim kalp vaskiiler aginda meydana gelen
endotelyal hasar bazi morfolojik degisikliklere de yol agmaktadir. Kilcal damarlarda
kapillerit, epikardial koroner arterler, delici arterler ve miyokardiyal arteriollerde ise,
endotelit, intimit, transmural arterit gibi ¢esitli derecelerde inflamatuar reaksiyonlara ve
konsantrik miyointimal proliferasyonlara neden olmaktadir. Bu histopatolojik degisikliklerin
bir kismu radyolojik olarak da goriintiilenebilmekte ve CAV olarak degerlendirilmektedir.
Akut AMR ataklariin genellikle erken greft fonksiyon kaybi ile ortaya ¢iktig1 bilinmekteydi.
Ancak, son yillarda CAV’ye ikincil oldugu diisiiniilen AMR iligkili ge¢ hemodinamik
bozukluklar bildirilmektedir. Bununla birlikte, karmasik etkilesimler ile, AMR dis1 faktorlerin
de CAV olusum mekanizmalarma katkida bulundugu ileri siiriilmektedir’®?'. Belirti veya
bulgu vermeyen AMR ataklarinin klinik 6nemi hakkinda heniiz sinirli sayida ve celiskili
yayinlar bulunmakla birlikte, son c¢alismalarda, uzun yillar siirebilen subklinik AMR

ataklarinin greft kalp yetmezligi ile iliskisi saptanmustir®>2,



1.2.2. Allogreft kalplerde histopatolojik akut hiicresel rejeksiyon (ACR)

ISHLT, 1990 yilinda akut rejeksiyonlarin tanimlanmasi ve derecelendirilmesi i¢in bazi
histopatolojik kriterler belirledi®>. Bdylece klinisyenin immiinsupresif tedavi yonetimine
patologlarin rehberlik etmesi amaclandi. Miyokardial interstisyumda lenfosit infiltrasyonu
varligi, yaygmligr ve siddetini temel alan bu kriterlere gore, skor 1 veya 2 olarak
derecelendirilen rejeksiyonlar diisiikk dereceli kabul edilmekte ve asemptomatik hastalarda
sadece izlem Onerilmekteydi. Ancak, skoru 2 olan rejeksiyonlar tartismaliydi; bazi merkezler
tedavi edilebilir kabul ederken, digerleri boyle bir grubun varliindan emin degillerdi. Bu
ikinci gruba gore skor 2 rejeksiyonlar hemodinamik bozukluklara neden olmuyordu ve
immiinsupresif tedavi giiclendirilmese de progresyon gdstermiyorlardi. Bu nedenle, skor 1 ve
2 gruplarinin gercgek akut rejeksiyonu temsil etmedigini ileri siirdiiler®®. Yiiksek dereceli kabul
edilen skor 3A, 3B ve skor 4 rejeksiyonlarda immiinsupresif tedavinin gili¢lendirilmesi
gerekliligi genel olarak kabul gordii. Ancak, 1990 skorlama sisteminde zaman i¢inde énemli
sorunlar gozlendi ve bu sistemi yeniden gozden gecirmek iizere, 2004 yilinda ISHLT c¢ok
merkezli multidisipliner bir toplant1 daha yapti. Bu toplantida, ACR skorlamasinda revizyona
gidildi; eski sistemdeki Skor 1A, 1B ve 2, yeni sistemde GradelR (hafif derecede ACR)’
olarak, 3A skoru Grade2R (orta derecede ACR) olarak, 3B ve 4 skorlar1 ise Grade3R (siddetli
derecede ACR) olarak kabul edildi (Tablo 1.1). Bu toplantida ayrica, ‘quilty effect’ olarak
bilinen subendokardial nodiiler lenfoid agregatlarin, her iki tipinin de (A veya B) masum
lenfoid agregat oldugu ve klinik éneminin olmadig1 vurgulanmistir’’. Bu skorlama sistemi,
diinya genelinde kalp nakil merkezlerinde ve bizim merkezimizde, EMB raporlarken ACR
tanisinda ve skorlamasinda halen kullanilmaktadir.

Tablo 1.1. Akut Hiicresel Rejeksiyonlar (ACR) I¢cin ISHLT 1990 ve 2004 Skorlama
Sistemleri

Revize Skor (2004) Histomorfolojik Bulgular (2004) Skor (1990)

Grade OR* Rejeksiyon yok Grade 0

Grade 1R, hafif derecede Tek odakta miyosit hasarinin eslik ettigi Grade 1A ve 1B
interstisyel/perivaskiiler lenfosit Grade 2
infiltrasyonu

Grade 2R, orta derecede 2 veya daha ¢ok odakta miyosit hasarimin Grade 3A
eslik ettigi lenfosit infiltrasyonu

Grade 3R, siddetli derecede Multifokal miyosit hasarinin eslik ettigi Grade 3B
diffiiz lenfosit infiltrasyonu Grade 4

*“R’ revize skoru isaret eder; 1990 semasindaki skorlardan ayirt edilebilmesi igin

eklenmistir®’.



1.2.3. Allogreft kalplerde histopatolojik akut hiimoral rejeksiyon (AMR)

Greft kalplerde AMR’un baz1 histopatolojik bulgularini literatiirde ilk kez 1989’da
Hammond ve arkadaslar1 tanimlamislardir?®. Bazi olgularda, hemodinamik bozukluk olmasina
ragmen histopatolojik incelemelerde ACR bulgular1 olmadigi, ancak miyokardial kilcal
damarlarda belirginlesme ve reaktif endotelyal degisiklikler bulundugu, ayrica bazilarinda
immiinfloresan mikroskopide damar duvarlarinda immiinglobulinler ve/veya kompleman
depolanmalar1 oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu bulgularin eslik ettigi olgularda, klinik tablonun
ACR ataklarindan daha agir seyrettigi, tistelik ACR tedavi protokollerine yanit vermedigi
bildirilmistir. Ayrica, bu bulgularin allogreft koroner hastalig1 oranlarinda artis ve greft kaybi
ile birliktelik gosterdigi vurgulanmistir. 1997°de Mills ve arkadaslar1 cok merkezli bir ¢alisma
ile, hemodinamik bozukluklarin eslik ettigi diisik skorlu rejeksiyonlarin uzun dénem
sonuclarinin yiiksek skorlu rejeksiyon ataklarma gore daha kotii oldugunu gostermislerdir®.
Bu bulgular 1s1ginda, ACR bulgulari olmayan bu olgular, temel sorunun lenfositik
infiltrasyona bagli hasardan farkli immiinolojik mekanizmalarla olustugu bir baska klinik
antite olarak giindeme getirilmistir. Bu gozlemler sonucunda, ISHLT 2004 toplantisinda,
histopatolojik AMR bulgularina netlik getirilmeye c¢alisilmis, ancak standart kantitatif
kriterlerin olusturulmasi i¢in ¢ok merkezli genis serili caligsmalarin gerekliligi vurgulanmastir.
ISHLT 2013 bulusmasinda nakil kalp biyopsilerinde patolojik AMR (pAMR) tanisina bir
standart getirebilmek icin bir calisma formiilasyonu gelistirilmistir’®. Onerilen ISHLT 2013
pAMR formiilasyon semas: sadece histomorfolojik ve immiinopatolojik bulgularin
kombinasyonunu esas almistir. Nakil kalp biyopsierinde AMR ig¢in 6nerilen histopatolojik
kriterler, miyokardial interstisyel kilcal damarlarda endotel aktivasyonu veya denudasyonu ile
liimende makrofajlar veya nétrofillerin varliginin 1s1k mikroskopi ile saptanmasini, kilcal
damar endotelinde immiinoglobulinlerin (IgG, IgM ve/veya IgA) ve kompleman
bilesenlerinin (C3c, C3d, C4d, Clq) birikiminin ve antivimentin ve/veya anti-endotelyal
hiicre antikorlar1 gibi HLA dist antikorlarin  varliginin  immiinfléresan  ve/veya
immiinhistokimyasal teknikler ile gosterilmesini kapsar (Tablo 1.2). 2015°de 13. Banff
Bulugmasi’nda nakil kalp biyopsilerinde AMR tanisindaki son gelismeler ele alinmus,
sonuglar 2017°de bir rapor halinde yayinlanmistir. Bu raporda EMB, AMR tanisinda da
primer tanisal yontem olarak vurgulanmis ve ISHLT tarafindan hazirlanan son AMR
siniflandirmasinin bazi sorunlari bulunmasma ragmen yararlihgina dikkat cekilmistir’!.
Boylece diger kalp nakil merkezlerinde ve merkezimizde, patoloji rutininde, AMR tanisi,

isimlendirilmesi ve derecelendirilmesinde ISHLT 2013 pAMR formiilasyon semasi halen



kullanilmaktadir. Bu ¢alismadaki olgularin AMR siniflamasi ve skorlamasi bu semaya gore

yapilmustir.

Tablo 1.2. ISHLT 2013 Patolojik AMR Formiilasyon Semas1*

Derece Tanim Bulgular
pAMR 0 Patolojik AMR yok Histolojik ve immiinopatolojik bulgu yok.
pAMR 1 (H) | Histopatolojik AMR Histolojik bulgu var, immiinopatolojik bulgu yok.

pAMR 1 (I) | Immiinopatolojik AMR | Histolojik bulgu yok, immiinopatolojik bulgu var
(CD68+ makrofaj ve/veya C4d+ endotel).

pAMR 2 Patolojik AMR Histolojik ve immiinopatolojik bulgu var.

PAMR 3 Siddetli Patolojik AMR Interstisyel hemoraji, kapiller fragmantasyon, mikst
inflamatuvar infiltrat, endotelyal piknozis ve/veya
karyoreksis, belirgin 6dem ve immiinpatolojik bulgu
var.

1.2.4. Allogreft kalp izleminde serolojik antikor testlerinin 6nemi

ISHLT, 2010 bulusmasinda, subklinik AMR olgularinin yakalanabilmesi i¢in, pAMR
formiilasyonu kullanilirken klinik ve serolojik verilerden (greft disfonksiyonu veya DSA’dan)
bagimsiz karar verilmesi gerektigi vurgulanmustir'®. Ancak, nakil kalp alicilarnin &zgiin
durumlar nedeniyle, klinik ve serolojik veriler esliginde topyekiin degerlendirilmesi hayati
onem tagimaktadir. Son zamanlarda, histomorfolojik ve/veya klinik olarak AMR siiphelenilen
hastalarin ¢ogunda etken ajanlar olarak HLA veya HLA dis1 antikor diizeylerine
bakilmaktadir. Literatiirde, bir¢ok ¢alismada, nakil kalp biyopsilerinde immiino-histopatolojik
AMR tanisi ile serumda dondr spesifik HLA antikorlari bulunmasi arasinda anlamli iligki
bulmustur*>. Ayrica, DSA pozitif AMR olgularinda, daha stk CAV gelistirme riski®’, ayrica
daha diisiik allogreft sag kalimi ve mortalite oranlar1”® bildirilmistir. Kisaca, DSA pozitifligi
AMR tanis1 almig allogreft kalp alicilarinda yiiksek sensitivite ve negatif prediktif degere
sahiptir’>. Bu bulgulara dayanarak, son yillarda, AMR izlemi igin kantitatif DSA MFI
diizeyleri, temel bilesen olarak sunulmaktadir. Bu ¢ercevede, orta ve yiiksek riskli kalp
alicilarinda, en az, 3, 6, 9 ve 12. aylarda, diisiik riskli alicilarda ise, 3, 6, 12. aylarda, daha
sonra yilda bir kez olmak iizere, DSA testi ile serolojik tarama, eger endikasyon varsa ek
testler ile izlem onerilmektedir. Direngen yiiksek DSA MFI diizeyleri saptanirsa, subklinik
AMR’un dislanmas: i¢in EMB yapilmas: Onerilmektedir. Patolojik incelemede pAMR
saptanmas1 veya allogreft kalpte fonksiyon bozukluklar1 bulunmasi durumlarinda AMR
tedavisi yapilmasi tavsiye edilmektedir’!. Ayrica pAMR siddeti ile DSA korelasyonunun ve

tedavinin etkinliginin izlenmesinde DSA testinin kullanilmas1 dnerilmektedir?'.



1.2.5. Nakil kalp alicilarinda akut hiimoral rejeksiyon (AMR) tedavi protokolleri

Kardiak AMR i¢in tedavi protokolleri hala gelistirilmektedir ve en uygun yaklagim
konusunda bir fikir birligi yoktur. Bununla birlikte, AMR i¢in mevcut tedavi stratejilerinden

bazilar1 sunlardir:

1. Plazmaferez (PF): Bu yontem, plazmayi1 diger kan bilesenlerinden ayiran bir makine
kullanarak dolagimdaki antikorlarin hastanin kanindan uzaklastirilmasin1 saglar. Amag,

donore 6zgii antikorlarin (DSA) seviyelerini azaltmak ve greft sagkalimini iyilestirmektir.

2. Intravendz immiinglobulin (IVIG): Bu yontem, dolasimdaki antikorlar1 ndtralize etmek ve

enflamasyonu azaltmak i¢in hastaya yliksek dozda immiinoglobulin uygulanmasini igerir.

3. Rituximab: Bu, antikor tiretiminden sorumlu matiir B hiicrelerini hedef alan monoklonal bir
antikordur. Rituximab, B hiicrelerini tiiketerek dolasimdaki antikor seviyelerini azaltabilir ve

greft sagkalimini iyilestirebilir.

4. Bortezomib: Bu, plazma hiicreleri tarafindan antikor iiretimini azaltabilen bir proteazom
inhibitoridiir.
5. Kompleman inhibitorleri: Bu ilaglar, AMR patogenezinde rol oynayan kompleman

sisteminin aktivasyonunu engelleyebilir.

6. Duyarsizlastirma (Desensitizasyon) protokolleri: Bunlar, DSA seviyelerini azaltmak ve
yiksek derecede duyarlanmis alicilarda transplantasyona izin vermek i¢in immiinosiipresif

ilaglar (Rituximab, Bortezomib gibi), PF ve IVIG kombinasyonunun uygulanmasin1 igerir>>,

Tedavi se¢imi, AMRnin ciddiyetine ve hastanin genel saglik durumuna baghdir.
AMR'nin optimal yoOnetimi icin, klinisyenler, patologlar ve immiinologlar1 kapsayan, siki

iletisim ve igbirligini gerektiren, multidisipliner bir yaklagim esastir.

1.3. Rejeksiyonda Rol Oynayan Immiinolojik Mekanizmalar
1.3.1. HLA sistemi

HLA, ‘Insan 16kosit antijeni’ veya ‘major doku uyumluluk kompleksi (MHC)’ olarak da
isimlendirilen, 6. Kromozomun kisa kolu iizerinde sentromere yakin genomik bdlgede genis
bir gen ailesi tarafindan kodlanan hiicre yiizey molekiillerini ifade eder. Bu molekiiller
bagisiklik sistemi hiicrelerinin kendi aralarinda ve diger doku hiicreleri ile etkilesimlerinde

onemli iglevler goriirler. Sinif-I (HLA-A, B, C), sinif- [ (HLA-DR, DP ve DQ) ve sinif-I1I



olmak fizere ii¢ alt grup olarak smiflandirilir. Sinif IIT bolgesi, tiimor nekroz faktorii (TNF),
kompleman faktorleri (C3, C4 ve C5 gibi) ve 1s1 soku proteinlerinin immiin diizenleyici
molekiilleri kodlayan genleri icerir. Doku nakillerinde agirlikli olarak alic1 ve verici (dondr)
icin Siif-I ve Siif-II HLA uyumu 6ne ¢ikar. Simif-I HLA molekiilleri, tiim ¢ekirdekli hiicre
ylizeylerinde ve trombositlerde ifade edilir ve hiicre i¢i peptid yapili antijenleri ‘CD8+
sitotoksik T hiicreleri’ne sunarlar. Stif-II HLA molekiilleri ise, monosit/ makrofaj dizisindeki
histiyositik hiicrelerde ve B lenfositlerde, ayrica aktive T lenfositlerde ifade edilirler.
Gorevleri hiicre disinda bulunan antijenik molekiilleri ‘CD4+ yardimec1 T hiicreleri’ne
sunmaktir’. HLA genleri polimorfik yapida olup, 20.01.2024 tarihi itibariyle smif-I icin
26.610, simif-II i¢in 11.398 tanimlanmis alel varhigi bildirilmektedir**. Verici bireyin doku
HLA antijenlerinin alict bireyin T hiicreleri tarafindan yabanci (non-self) antijen olarak
taninmasi rejeksiyon siirecini baglatmaktadir. Bu nedenle, alict ile vericinin HLA
uyumsuzlugu nakil sonrasi tedavi yonetimini gili¢lestirmektedir. Ancak kalp nakli kosullari,
doku uyumunun istenilen diizeylerde olmasini gii¢lestirmektedir. Bekleme listesinde bulunan
alici adaylarinin HLA doku gruplarinin ve HLA antikorlarinin varliginin bilinmesi, nakil
sonrast ortaya cikabilecek hem T hiicre aracili hem Antikor aracili immiin yanitlarin

izlenmesinde Onem kazanmaktadir.

1.3.2. Kompleman sistemi

Kompleman sistemi, basamakli (kaskad) bir akis yontemiyle ¢alisan, efektdr proteinlerin
yami sira reseptorler ve diizenleyicilerden olusan ¢ok islevli bir sistemdir. immiin sistemin
dogustan gelen elemanlar1 olarak kompleman faktorleri, hem dogal hem edinsel bagisiklig
giiclendirme kapasitesine sahiptir. Kompleman sistemini olusturan proteinlerin sentezi fetal
hayatta karacigerde baslar ve serbest dolagima salinir. Giiniimiize kadar 30 kompleman
proteini tanimlanmistir. Kompleman sisteminin aktivasyonu 3 farkli mekanizma ile
gergeklesir. Birinincisi, klasik yolaktir ve aktive olmasi i¢in antikor varligina ve antijen-
antikor kompleksinin olugsmasina gereksinim vardir. Bu yolakta, kompleman aktivasyonu
yapan antikorlar, IgM veya IgG (6zellikle IgG1 ve IgG3 alt gruplar1) yapisindadir. Klasik
yolak aktivasyonunda, ilk basamakta, kompleman faktorlerinden C1q aktive olur. Daha sonra
kaskad seklinde birbirini tetikleyerek devam eden aktivasyon, diger iki yolak olan alternatif
yol ve mannoz baglayan lektin yolu aktivasyonu ile ortak yol olan C3 aktivasyonuyla devam
eder. Bu aktivasyon siirecinde ortaya ¢ikan C3a, C4a, C5a gibi ara iiriinlerin immiin yanitta

ozellikle inflamatuvar hiicrelerin ¢cagrilmasinda giiclii etkileri vardir. C3a, C4a, C5a, notrofil,
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monosit ve makrofajlar i¢cin kemotaktik etki gosterir ve vazoaktif cevabi tetikler. Son {iriinii
olusturan C5b, C6, C7, C8 ve C9 diiz kas ve endotel hiicrelerinde enflamasyon baslatici
degisikliklere neden olur. Aktive olan kompleman sisteminin son {irlinii ‘membran atak
kompleksi (MAK)’ olusumudur. Bu kompleks molekiil, hedef hiicrenin yiizeyinde porlar
olusturarak lizisle parg¢alanmasina neden olur. Kisaca, kompleman aktivasyonunun sonucu
gerceklesen 3 temel fonksiyon; patojenlerin opsonizasyonu, enflamatuar hiicrelerin ortama
cekilmesi ve hedeflenen hiicre ya da patojenlerin dogrudan oldiiriilmesidir’>. Kompleman
sistemi islevselligini iki strateji ile gii¢lendirir: Kompleman kaskadindaki enzimatik
reaksiyonlar yani sira, 0zgiin reseptorler yoluyla veya reseptorden bagimsiz por olusumu
yoluyla, 16kositlerin, trombositlerin ve parankimal hiicrelerin uyarilmasi. Kompleman
sisteminin, 0zgiin olmayan enflamasyonda, antikor aracili ve T-hiicre aracili immiin
yanitlarda aracilik ettigi mekanizmalar, nakil reddinin patogenezinde 6zel bir Gneme sahiptir.
Giliniimiizde, komplemanin, I6kositler, trombositler ve parankimal hiicreler ile etkilesimlerini
saglayan mekanizmalar1 anlamak, rejeksiyon tanisinda ve tedavi yonetiminde bazi firsatlar
sunmaktadir. Son yillarda, patoloji rutininde bazi kompleman faktorleri (c4d, c¢3d, c3c, clq
gibi) rejeksiyonla ilgili patolojik immiin belirtegler olarak yer almistir. Ancak bu testlerin
ozgilligli ve duyarliiginin yetersizliginden kaynaklanan simrhiliklar zaman iginde
anlagilmistir. Feucht ve arkadaslari, erken kompleman bilesenlerinden biri olan C4'iin son
boliinmiis tiriinii olan C4d'nin greft bobreklerde AMR igin bir belirtec olabilecegini gostermis,
boylece tanisal bobrek patolojisine énemli bir yeni yéntem eklemislerdir®.

Daha sonraki ¢aligmalarda, C4d’nin klinik olarak her zaman greft disfonksiyonu ile
iliskili olmadigi, C3d’nin daha ciddi rejeksiyonu isaret ediyor olabilecegi bildirilmistir®®.
Ciinkii C3 boliinmiis tiriinleri C4 boliinmiis triinlerinden daha fazla tetikleyici inflamatuar
isleve sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, C5a ve MAC'e verilen vaskiiler yanitlarm AMR
tanisinda yararli ip uglar1 sunabilecegi ileri siirlilmiistiir. C5a ve MAK olusumu sonucunda
endotelyal hiicrelerden vonWillebrand Faktorii, P- selektin ve CD63 salinimi olur. Endotel
ylizeyinde ifade edilen P-selektine trombositler baglanirlar. Baglanan trombositlerin
aktivasyonu sonucu graniillerinde bulunan ‘interlokin 1- beta’, ‘makrofaj inflamatuvar
protein® gibi 16kosit aktivasyonunu tetikleyici enflamatuar molekiiller salimir’. Greft
kalplerde AMR tanisinda mikrosirkiilasyonda izlenen reaktif endotelyal degisiklikler ve
kapillerit olarak tanimlanan kilcal damar liimenlerinde makrofaj veya parcali 16kositlerin

varlig1 tiim bu reaksiyonlarin morfolojik yansimalalarini temsil eder.

11



1.3.3. Antikor aracili rejeksiyonda B hiicrelerinin rolii

B hiicreleri, DSA iiretiminde ve nakledilen organa karsi miiteakip immiin yanitta ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. B hiicreleri, nakledilen organda bulunan antijenleri hedef alarak
doku hasarma ve greft islev bozukluguna yol acabilen her tipte antikor iiretiminden
sorumludur. Inflamatuar infiltrat i¢inde plazma hiicreleriyle birlikte B hiicrelerinin varlig
AMR'nun tipik bir 6zelligidir’’. Ayrica, AMR baglaminda B hiicrelerinin varlig1, steroidler
gibi geleneksel immiinsupresif tedavilere direnci gosterebilir ve AMR tedavi yonetiminde B
hiicrelerini hedeflemenin 6nemini vurgular. B hiicrelerini tiiketen monoklonal bir antikor olan
rituximab gibi B hiicrelerini hedef alan terapotik stratejiler, AMR i¢in potansiyel bir tedavi
secenegi durumundadir. Bu tedaviler, B hiicrelerini hedef alarak DSA iiretimini azaltmay1 ve
nakledilen organa karsi devam eden bagisiklik tepkisini hafifletmeyi amaclamaktadir’. B
hiicreleri rejeksiyonlarin bir kisminda kompleman aktivasyonu ile iligkili olabilir ¢ilinkii C3d,
CR2 reseptorleri araciligiyla B hiicrelerini aktive eder. Sarwal ve arkadaslari, pediatrik
alicilarda bobrek nakillerinin steroide direngli rejeksiyonlarinda B hiicrelerinin kiimelendigini
bildirmistir’®. Baldwin ve arkadaslar ise, kronik rejeksiyon gelismis allogreft kalplerde,
koroner arterlerde immiinoglobulin iiretimi ve plazma hiicresi birikimi saptamislardir®®. Bu
bulgular, antikor iiretimi ve kompleman aktivasyonunu iceren bir kisir dongiiyli yansitiyor

olabilir.

1.3.4. Antikor aracih rejeksiyonda endotelin rolii

Endotel, solid organ transplantasyonlarinda, antikor aracili rejeksiyonda kritik bir rol
oynamaktadir. AMR'de, nakledilen organin endoteli humoral hasarin birincil hedefidir ve

aktivasyonu ve islev bozuklugu rejeksiyonun patogenezine katkida bulunur.
Endotelin AMR'deki kilit rolleri sunlar1 igerir®’>?

1. Hiimoral hasarin ana hedefi endoteldir. Antikorlarin, 6zellikle dondre 6zgili antikorlarin
endotelyal antijenlere baglanarak endotelyal hiicre aktivasyonuna ve hasarma yol acabildigi
bilinmektedir. Deneysel kanitlar, AMR'nin esas olarak donére 6zgii HLA antikorlarinin
(DSA) Fc pargasinin efektor fonksiyonlart tarafindan yonlendirildigini, ancak endotelyal
hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunun antikordan bagimsiz olarak da tesvik edilebildigini

gostermektedir.
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2. Tetikleyici enflamatuar maddelerin iiretimi: AMR ortaminda aktive olan endotel hiicreleri
proinflamatuar ve prokoagiilan maddeler iireterek lokal enflamatuar yanita ve nakledilen

organ i¢indeki trombotik olaylara katkida bulunabilir.

3. Koruyucu o6zelliklerin kayb1: AMR durumunda endotel, antikoagiilan ve anti-enflamatuar

ozelliklerini kaybederek greftte immiin aracili hasar1 daha da agirlastirabilir.

1.3.5. Antikor aracili rejeksiyonda T hiicrelerinin rolii

Solid organ nakillerinde, antikor aracili rejeksiyon (AMR) ortaminda T hiicreleri, immiin
yanita ve rejeksiyonun patogenezine katkida bulunan birka¢ 6nemli rol oynamaktadir. T

hiicrelerinin AMR'deki rolleri®’:

1. B hiicresi yanitlarinin tesviki: T hiicreleri, antikor tiretimi de dahil olmak iizere B hiicresi
yanitlarin1 destekleyebilir ve gelistirebilir. AMR ortaminda, T hiicreleri DSA {iretimini
uyarmak i¢in B hiicreleri ile etkilesime girebilir ve nakledilen organa karsi humoral immdiin

yanita katkida bulunabilir.

2. Dogrudan vaskiiler hasar: T hiicreleri kan damarlarinda endotel ile dogrudan etkilesime
girerek endotelyal hasara ve vaskiiler patolojilere yol acabilir. Bu dogrudan etkilesim, AMR

de dahil olmak iizere, her tiir rejeksiyon patogenezine katkida bulunabilir.

3. Geleneksel tedaviye direng: AMR olgularinda, o6zellikle B hiicrelerinden zengin
enflamatuar infiltratlarda, T hiicrelerinin varligi, steroidler gibi geleneksel tedavilere direng
oldugunu gosterebilir. Bu direng, nakledilen organa kars1 bagisiklik yanitinin siirdiiriilmesinde

T hiicreleri ve B hiicreleri arasindaki karmasik etkilesimi vurgulamaktadir.

T hiicrelerinin AMR'deki roliiniin anlasilmasi, immiin yanitin hem humoral hem de
hiicresel bilesenlerini ele alan hedefe yonelik terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in
gereklidir. Ayrica, T hiicresi yanitlarini modiile etmeyi amaglayan stratejiler, AMR
yOnetimini iyilestirmek ve solid organ transplantasyonunda greft sagkalimini artirmak i¢in

umut vaadetmektedir.
1.3.6. Antikor aracili rejeksiyonda makrofaj ve dogal katil hiicrelerin (NK) rolii

Makrofajlar, rejeksiyon siirecinde onemli bir rol oynar. Intravaskiiler CD68-pozitif

makrofajlar AMR ile iliskilendirilmis ve C4d'ye kiyasla daha hassas bir histolojik belirte¢
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sagladig1r one siiriilmiistiir. Bu durum, makrofajlarin rejeksiyon siirecine dahil oldugunu ve
AMR i¢in bir belirteg gdrevi gorebilecegini gostermektedir°.

Dogal oldiiriicii (NK) hiicreler de AMR'ye katkida bulunan kritik O6neme sahip
bagisiklik hiicreleridir. NK hiicreleri geleneksel olarak MHC-uyumsuz kemik iligi naklinde
rejeksiyon ile iliskilendirilirken, artan kanitlar solid organ naklinde de rol oynadiklarinm
gostermektedir. NK hiicrelerinin inhibisyonunun, kronik asamalarda AMR'yi geciktirerek
uzun siireli allogreft sagkalimiyla sonuglandig1 gosterilmistir. Bu durum, NK hiicrelerinin
rejeksiyon siirecinde rol oynadigin1 ve AMR'yi azaltmaya yonelik terapotik miidahaleler icin

potansiyel bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir®.

1.3.7. Antikor aracili rejeksiyon ve organ uyumunun molekiiler mekanizmalar:

Organ naklinde greft reddinin baslica nedenleri arasinda AMR ve iligkili mekanizmalar
yer alir. Bu ret siireci, dondre ozgii HLA antikorlarinin (DSA) ve A/B kan grubu
antikorlarinin komplemana bagimli doku hasarina neden olma ve sonugta AMR'ye yol
acmadaki rollini igerir. Ek olarak DSA'nin endotel hiicre yiizeyinde eksprese eden HLA
molekiillerine baglanmasi, CD4+ T hiicrelerinin alloreaksiyonunu tetikleyerek inflamatuar
bir ortami indiikleyebilir ve bu da greft reddine daha fazla katkida bulunur. Alict CD4+ T
hiicrelerinin greft HLA-sinif II'ye karsi allo-immiin yanit mekanizmasi, alict CD4+ T
hiicrelerinin greft hiicreleri tarafindan eksprese edilen HLA-sinif II molekiilleri tarafindan
taninmasin1 ve aktivasyonunu igerir. Geleneksel olarak, dogrudan allo-tanimanin, organ
naklinin erken evresinde dondr antijen sunan hiicrelerin alict CD4+ T hiicreleri tarafindan
taninmasi1 yoluyla gerceklestigi diisiinlilmektedir. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan kanitlar, alici
CD4 T hiicrelerinin organ nakli baglaminda endotel hiicreleri gibi immiin olmayan hiicreler
tarafindan ifade edilen greft HLA-siif II molekiilleriyle de reaksiyona girebilecegini
gostermektedir. Ayrica, alict CD4+ T hiicrelerinin anti-HLA-siif I ve smif II antikorlari
tarafindan aktivasyonunun, endotel hiicrelerinin immiinojenitesinin artmasina neden
olabilecegi, bunun da NF«B sinyalinin artmasina ve ardindan kesme stresi altinda CD4+ T
hiicresi alimina yol agabilecegi vurgulanmaktadir. Ek olarak, son bulgular anti-A/B antikor
ligasyonunun ERK inaktivasyonu yoluyla endotel hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu
indiikledigini ve fizyolojik kosullar altinda allo-antikorlar ile allo-reaktif CD4+ T hiicreleri

arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu gostermektedir°.

Diger yandan bir greftin anti-donor antikorlarin varliginda dahi immiin aracili hasara ve

fonksiyon kaybina direndigi bir durumu ifade eden konaklama (accommodation) veya organ
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uyumu kavramini da tanimak ve konaklamanin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
anlamak, nakledilen organlarin uzun siireli hayatta kalmasini tegvik etmek icin terapotik
stratejiler gelistirmek acisindan ¢ok Onemlidir. Organ naklinde konaklamanin molekiiler
mekanizmasi, anti-dondr antikorlarin varliginda bile nakledilen organin immiin aracili hasara
kars1 direncine katkida bulunan birka¢ temel siireci igerir. Endotel hiicreleri iizerinde donore
ozgii HLA antikoru (DSA) ve anti-A/B antikoru ligasyonu sonrasinda PI3K/AKT sagkalim
sinyallerinin aktivasyonu yoluyla antioksidan, anti-apoptotik ve kompleman diizenleyici
protein genlerinin yukar1 regiilasyonu veya hiicre disi sinyalle diizenlenen protein kinaz
(ERK) pro-enflamatuar sinyallerinin inaktivasyonu dahil olmak iizere, ¢esitli mekanizmalarin
uyum siirecine katkida bulundugunu one siirmektedir Ozetle, uyumun molekiiler
mekanizmasi, immiin aracili hasara diren¢ saglayan koruyucu genlerin ve sinyal yollariin
yukar1 regiilasyonunu icerir ve bdylece anti-donoér antikorlarin varliginda nakledilen

organlarin uzun siireli hayatta kalmasim tesvik eder.*

1.4. immiinglobulin G ve Alt Simiflarinin Yapisal ve Fonksiyonel Ozellikleri

Immiinoglobulinlerin (Ig) organizasyonu, iki hafif zincir ve iki agir zincirden olusan
heterodimerik glikoproteinleri icerir. Hem hafif hem de agir zincirler, antijen (paratop) i¢in
temas bolgesini olusturan degisken bolgeler ve protein birlesmesini saglayan ve efektor
islevlerine aracilik eden sabit bolgeler igerir.
Insan Ig sistemi bes izotipe ayrilmigtir: IgM,
IgD, IgA, IgE ve IgG. Bunlardan IgA ve
IgG’nin ayrica cesitli alt smiflar1 vardir. Agir

zincir sabit bolge genleri p, o, y3, y1, al, y2, y4,

& ve a2 olarak siralanir>*° (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. insan immiinoglobulin molekiiliiniin

ued H
ureyd 4

temel yapisinin sematik ¢izimi. Amino terminal ucu,

sirastyla VH ve VL bolgeleri olarak adlandirilan, hem agir

00D
000!

hem de hafif zincirlerdeki dizi degiskenligi (V) ile
karakterize edilir. Molekiiliin geri kalani nispeten sabit (C) bir yapiya sahiptir. Hafif zincirin sabit kismi1 CL
bolgesi veya alani olarak adlandirilir. Agir zincirin sabit kismi ayrica yapisal olarak ii¢ farkli bolgeye
boliinmiistiir: CH1, CH2 ve CH3. Mentese bdlgesi agir zincirin CH1 ve CH2 alanlar1 arasinda yer alan bir
boliimidiir. Karbonhidrat gruplari, agir zincirlerin (gosterilmemistir) CH2 alanlarma baglanir. Fab: Antijen

baglanma bdlgesi; Fc: Kristallesebilir bolge.*
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Smif degistirmenin temelleri, B hiicrelerinin farkli IgG alt simiflar1 iiretmek igin smif
degistirmeye ugradigi molekiiler mekanizmalar1 igerir. IgM fiiretilecek ilk alt siniftir ve
yalnizca antijen deneyimi olan B hiicreleri diger izotiplere sinif degistirir. Antijenin dogasi
IgG alt smif iiretimini etkiler; timustan (T) bagimsiz polisakkarit veya glikolipid antijenleri
tipik olarak IgM ve IgG2'yi indiiklerken protein antijenleri kanonik olarak IgG1 ve IgG3'i
uyarir. Terminal IgG4 alt stnifinin iiretimi genellikle yalnizca alerji veya parazit enfeksiyonu
gibi kronik antijen uyarimi ile goriiliir. T'ye bagl protein antijenleri folikiiler B hiicrelerini
uyarir ve bu hiicreler tipik olarak simif degistirmis Ig'ler iiretmek ve hafiza B hiicreleri
olusturmak i¢in CD4+ T hiicre sinyaline ihtiya¢ duyar. T ve B hiicreleri arasinda bir sinaps
olusumu, B hiicresini hazirlayan CD40-CD40L (CD154) etkilesimlerini kolaylagtirir®#!
(Sekil 1.2).

IgG3 1gG1 IgG2 IgG4

LT F- 5 CRETs- 2 N

IgH germline locus f},,‘,{

e+ © Wf'M

lgG1 class switch

men-+f - e -

lgG4 class switch

Activated \
IgM B cell Cognate

B cell
— ‘
| \ \
1gG4
plasma cell
Germinal center
Memory
IgG1 B cell

Sekil 1.2. Insan immiinoglobulin agir zincir lokusu ve smif degistirme potansiyeli.
Immiinoglobulin agir zincir lokusu (IgH), siif gecisini belirleyen DNA rekombinasyonunu
kolaylastirmak icin her sabit bolge geninin (C) yukar1 akisindaki anahtar dizilerini kullanir.
Asag1 yondeki IgG4 alt sinifina simif gegisi, bir germinal merkez reaksiyonu i¢indeki birincil
veya ikincil rekombinasyon olayindan kaynaklanabilir. Ikincil rekombinasyon olaylari,
tekrarlanan antijen maruziyetlerinden ve/veya kronik humoral immiin yanitlardan

kaynaklani*!.

16



1.4.1. IgG'nin 4 farkh alt sinifi, yapisal ve islevsel farkhliklar

IgG'nin dort farkh alt siifi 1gG1, 1gG2, 1gG3 ve IgG4'tiir. Bu alt smiflar yapisal ve
efektor islevleri bakimindan farklilik gosterir. IgG1 serumda en bol bulunan alt siniftir, IgG3
ise en kisa yar1 Omiirlii ve mentese bolgesinde en fazla esneklige sahip alt simiftir. IgG3 ve
IgG1 klasik kompleman kaskadinin en etkili aktivatorleri iken, 1gG2, ancak yliksek antikor

titresi veya yiiksek antijen yogunlugu kosullar1 altinda komplemani aktive edebilir.

IgG4 genellikle kompleman1 aktive edemez. Ek olarak, agir zincir sabit bolge 2'deki
(CH2) N-bagli glikan tiirlerindeki varyasyonlar antikor efektor fonksiyonunu onemli Olgiide
etkileyebilir*? (Sekil 1.3).

TETY

IgG1 19G2 IgG3 lgG4
(IgG2 -AJA)
B
1gG2-B/B lgG2-A/B Inter-chain

c !

6 6-6"6

Inter-chain Intra-chain Intra-chain Intra-chain Inter-chain

Monospecific IgG4 Bispecific IgG4 Monospecific IgG4

fl
fl

Sekil 1.3. IgG alt siniflarmin ve bunlarin izomerlerinin sematik diizeni. (A) Farkli agir ve hafif zincirlerin nasil
baglandigini, mentesenin uzunlugunu ve iki agir zinciri birbirine baglayan disiilfit kopriilerinin sayisin1 gdsteren
IgG alt siniflart. Yonlendirme ve Sekil 1 ile karsilagtirma i¢in mentese, CH2 ve CH3 alanlarmin konumu
gosterilmistir. Tki agir zincir arasinda dért farkl disiilfit kopriisii bulunan IgG2'nin klasik A/A izoformu burada
gosterilmigtir, ancak (B)'de sadece iki disiilfit kopriisii ve hafif zincirin agir zincir formuna alternatif baglantilar
olan B/B formu, ara A/B formu ile birlikte gosterilmistir. (C) IgG4'in yar1 molekiil degisimiyle ortaya ¢ikan
izomerleri. En solda ve en sagda, biraz farkli renklerde klasik olarak tasvir edilmis iki IgG4 klonu B-
hiicrelerinden salgilandiktan hemen sonra gosterilmistir. Bunlar iki zincir arasi disiilfit kopriisii ile birbirine

baghdir. Ancak, bunlar aslinda simetrik molekiiller arasinda kovalent baglarin olmadig1 formlar olusturacak
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sekilde indirgendigi bir denge halindedir. Bu form ya kovalent bagli forma geri donebilir ya da stokastik bir
stirete agir zincirleri komsu 1gG4 molekiilii ile degistirerek asimetrik bispesifik bir [gG4 (alt orta) olusturabilir
ve bu da akis halinde olup kovalent bagh 1gG4'e (iist, orta) geri donebilir. Bu siiregle, insanlarda bulunan g¢ogu

IgG4 monovalent-bispesifik molekiillerdir*?,

1.4.2. HLA antikorlarimin IgG alt simiflarinin transplantasyondaki 6nemi

HLA antikorlarinin IgG alt smiflarinin arastirilmasi transplantasyonda faydali olabilir.
Ciinkli oldukc¢a karmasik ve dinamik olan HLA antijenlerine karst humoral immiin yanit
hakkinda bilgi saglayabilir. HLA antikorlarinin IgG alt siniflarini arastiran ¢esitli calismalar
vardir*. Kompleman sistemini aktive etme kabiliyetine ve smif degistirme yoniine bagl
olarak, iic model tanimlanmistir: sadece kompleman baglayic1 alt smiflar (IgG3 ve/veya
IgG1), kompleman baglayici olmayan alt siniflara genisleme (IgG3 ve/veya IgGl art1 IgG2
ve/veya IgG4) ve kompleman baglayici olmayan alt siniflara gecis (IgG2 ve/veya IgG4) gibi.
Cesitli caligmalar IgG alt sinif paternini antikor aracili rejeksiyon ve allogreft sonuglar ile
iliskilendirmistir**>. Ancak, kullanilan IgG alt sinif testindeki, analizlerin zaman faktérii ve

sonuglarin tanimindaki farkliliklar nedeniyle heniiz net bir tablo ortaya ¢ikmamustir.

1.4.3. IgG1 ve IgG3 alt gruplarimin 6zellikleri ve farkhihklar:

IgGl ve IgG3 arasindaki, oOzellikle mentese bolgesi ve Fcy reseptor baglanma
bolgelerindeki yapisal farkliliklar, efektor islevlerini dogrudan etkilemektedir. IgG3'iin daha
uzun mentese bolgesi ve benzersiz mutasyonlart esnekligini, kompleman aktivasyonunu ve
Fcy reseptorlerine baglanmasini etkileyerek IgGl'e kiyasla farkli efektor islevlerine katkida
bulunur. IgGl, antikora bagli hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) ve komplemana baglh
sitotoksisiteye (CDC) aracilik etme yetenegi ile bilinir. Fey reseptorlerine, 6zellikle de bu
efektor fonksiyonlari i¢in cok 6nemli olan FcyRI, FcyRIla ve FeyRlIIla'ya yiiksek bir afinitesi
vardir. 1gG3 ise, gliglii kompleman aktivasyonu ve patojenlerin etkin ndtralizasyonu ile
karakterize edilir. IgG3, daha fazla esneklik saglayan ve IgG antikorunun Fab kollarinin ve Fc
kuyrugunun goreceli yonelimini ve hareketini etkileyen daha uzun bir mentese bdlgesine
sahiptir. Yap1 ve islevdeki bu farkliliklar, bagisiklik tepkisinde ve antikor aracili faaliyetlerde

onemli bir rol oynayan alt sinifa 6zgii varyasyonlar1 vurgulamaktadir*?,
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1.4.4. IgG4 alt simifi ve diger IgG alt simiflar ile farkhiliklar:

IgG4, IgG1'e kiyasla daha kisa bir mentese bolgesine sahiptir ve esnekligi IgG1 ve IgG2'ninki
arasinda orta diizeydedir. IgG4, iki farkli IgG4 antikorunun agir zincirlerinin yer
degistirebildigi ve bispesifik antikorlarla sonuglanan "Fab-kol degisimi" adi verilen bir
stiregten gecebilir. Bu siireg, benzersiz bir agir zincirler arasi distilfit bagi modelinin varligiyla
kolaylastirilir. IgG4, yart molekiil degisiminin tersine ¢evrilebilir olusu nedeniyle farkli
izoformlarda bulunabilir ve bu da monovalent-bispesifik molekiillerle sonuglanir. IgG4, bloke
edici bir antikor olarak hareket ederek alerjen toleransinda rol oynar. Alerjenlere baglanmak
icin IgE ile rekabet eder, boylece alerjik tepkilerde rol oynayan mast hiicrelerinin ve
bazofillerin aktivasyonunu onler. IgG4 immiin modiilatér fonksiyonlarla iligkilidir ve immiin
yanitlarin diizenlenmesinde rol oynar. Yiiksek serum IgG4 seviyelerinin ve IgG4-pozitif
plazma hiicreleri tarafindan doku infiltrasyonunun gozlendigi IgG4 ile iliskili hastaliklar gibi
durumlarla baglantilidir. IgG4, diger IgG alt siniflarina kiyasla Fcy reseptorlerine daha az
baglanma sergileyerek, antijen baglanmasi i¢in diger alt siniflarla rekabet ederek, onlarin
antikora bagl hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) ve komplemana bagli sitotoksisite (CDC)
gibi efektor fonksiyonlarini baskilayabilir®®. IgG4'iin mentese bolgesi, disiilfit bagi modeli ve
Fab-kol degisimine ugrama yetenegi gibi benzersiz yapisal dzellikleri, alerjen toleransi ve
immiin modiilasyon gibi farkl islevsel 6zelliklerine katkida bulunur. Ayrica, azaltilmis Fcy

reseptor baglanmasi efektor fonksiyonlarini etkileyerek onu diger IgG alt siniflarindan ayirir.

1.3.4. Arastirmamizin hipotezi ve amaci

Bizim ¢alismamiza baslarken ortaya attigimiz ilk tez; nakil kalplerin tekrarlayan sinsi
AMR ataklarinda IgG4 alt smif anti-HLA antikorlarinin immiin modiilator roliiniin 6ne
cikiyor olabilecegiydi. Bunu aragtirmak amaciyla yola ¢iktigimizda, kronik AMR siirecinde
oldugunu diisiindiigiimiiz kiiciik bir hasta grubu ile bir 6n ¢alisma yaptik. AMR ve/veya ACR
tanili EMB spesmenlerinde, pozitif kontrollii yapilan IgG4 immiin-boyamalarinda, 1gG4
pozitif plazma hiicresine rastlanmadi. Bu hastalarin biyopsileri ile eszamanli alinmis serum
orneklerinde saptanmig DSA ve MFI diizeylerinin IgG pozitif plazma hiicre sayilar ile ilging
bir sekilde korelasyon gosterdigi dikkatimizi g¢ekti. Bu bulgular, renal transplantlarda,
allograft kotii prognozu ve tedaviye direng ile iligkilendirilmis olan ‘plazma hiicresinden
zengin akut rejeksiyonlarin nakil kalplerdeki yansimasi olabilirdi. Bu diisiince ile, direngen
AMR ataklariyla izlenmekte olan daha genis bir hasta grubunda, EMB’lerde plazma

hiicrelerinin sikliginin ve IgG alt simf profilinin 6nemine odaklandik. Bu kez, immiin-
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tetikleyici rolii ile bilinen IgGl ve IgG3 pozitif hiicreleri immiinhistokimyasal yontemle
aramay1 ve olgularin klinik, serolojik ve histomorfolojik 6zellikleriyle iligkilerini arastirmayi
hedefledik. Ayrica, allogreft kalp biyopsilerinde, artan plazma hiicre oranlariin
histomorfolojik olarak tani gii¢lii§li yaratan sinsi seyirli AMR ataklarinda tanisal ve
prognostik degere sahip olabilecegi diisiincesiyle, daha genis olgu serilerinde kontrollii

yapilacak ¢alismalar ile plazma hiicre siklig1 i¢in anlamli bir esik deger belirlemek istedik.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismaya Kabul Edilen Olgu Profili

2003 ile 2023 tarihleri arasinda Baskent Universitesi Ankara Hastanesi'nde allogreft
kalp nakli yapilmis hastalarin tiim biyopsi raporlar1 ve Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut
Noyan Uygulama ve Arastirma Merkezi Immiinoloji Anabilim Dali Transplantasyon
Immiinolojisi Laboratuvari arsivindeki kalp nakil hastalarma ait PRA ve DSA tanimlama
testlerine ait sonuglar ve test yapilmadan arsivlenmis serum Ornekleri elektronik ortamdaki
kayitlardan tarandi. Protokol veya endikasyon EMB’de ikiden ¢ok piir veya ACR eslik eden
‘miks’ AMR tanis1 almis 16 hasta ve kontrol grubu olusturmak iizere, ikiden ¢ok piir ACR
tanis1 almis 1 hasta, ayrica hi¢ rejeksiyon tanist almamis 2 hasta, toplam 19 hasta mercek
altina alindi. Boylece, bu c¢alismaya 19 allogreft kalp nakil hastasindan alinmig 91

endomiyokardiyal biyopsi spesmeni dahil edilmistir.

Vaka grubunu olusturan 16 alicinin, farkli zamanlarda alinmis hem protokol hem
endikasyon biyopsilerinden 85 adet EMB spesmeni, merkezimiz immiinoloji laboratuvar
arsivinde senkron serum Ornekleri bulunan ve patoloji arsivimizde en az 2 endomiyordial
doku 6rnegi ile temsil edilen parafin bloklar1 bulunan olgulardan se¢ilmistir. Bu olgularin bir
kismu farkli tiplerde ve derecelerde histopatolojik rejeksiyon tanisi almis olgular iken kiiciik

bir kismi ise histopatolojik olarak herhangi bir rejeksiyon tanis1 almamis olgulard.

Kontrol grubunu olusturan 2 alicidan birinin 13., digerinin 4. protokol EMB spesmeni
caligmaya dahil edildi. Ayrica, tekrarlayan plir ACR ataklar1 olan ve hi¢ AMR tanis1 almamis
1 alicinin piir ACR tanili 3 adet ve rejeksiyon saptanmamis 1 adet olmak iizere, toplam 4 adet

EMB spesmeni kontrol amagli caligmaya dahil edilmistir.

Calisma grubunu olusturan hastalarin, immiinhistokimyasal boyama icin parafin
bloklarinda yeterli endomiyokardial doku icermeyen ve immiinoloji laboratuvarinda PRA/
DSA tanimlama testlerini caligmak icin yeterli senkron serum Ornegi olmayan EMB

spesmenleri ¢alisma disinda tutuldu.

Bagvuru ve takip ile ilgili klinik veriler klinisyenden ve hastane kayitlarindan elde

edildi. Hastalar ekokardiyografi ve dobutamin stres ekokardiyografi ile takip edildi.
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2.2. Olgu Grubunu Olusturan Kalp Alicillarinin Rutin Takip ve Tedavi Protokolleri

Merkezimizde kalp nakli almis hastalarda nakil dncesi ve sonrasi uygulanan izlem ve
tedavi protokoliine gore; alicinin nakil Oncesi takiplerinde elde edilen immiinolojik verilere
gore, serumda tek antijen tanimlama yontemiyle DSA olup olmadigi, varsa, MFI degerleri
saptanan antikorlarla vericinin doku gruplar1 karsilastirilarak sanal capraz eslestirme (Virtual
crossmach) yapilmakta ve alicinin risk durumu belirlenmektedir. Yiiksek riskli bulunan
alicilarda nakil beklerken, PF+IVIG+Rituximab iicliisii ile duyarsizlagtirma (desensitizasyon)
tedavisi uygulanmakta, diger gruplarda nakil Oncesi herhangi bir immiinsuprresyon

kullanilmamaktadir.

Merkezimizde nakil sonrast uygulanan immiinsupresyon protokoli, solid organ
nakillerinden sonra ¢ogu nakil merkezinde uygulanmakta olan klasik protokol olup, kisiye
0zel belirlenmis dozlarda, ‘mikofenolat mofetil+Takrolimus+Prednizolon’ iiclii tedavisinden
olusmaktadir. Iyi seyirli greft kalp alicilarinda nakilden 1 yil sonra prednizolon doz azaltilarak
tedavi protokoliinden ¢ikartilmaktadir.

Merkezimizde rutin uygulanan protokollere uygun olarak, bu ¢alismaya dahil edilen
kalp nakil hastalari, nakil sonrasi ilk 2 hafta icinde bir veya iki, ikinci ve onuncu hafta
arasinda aylik ve 10 hafta ile 1 y1l arasinda her 3 ayda bir protokol biyopsileri ve immiinolojik
tetkikler i¢in senkron serum oOrnekleri alinarak izlenmislerdir. Merkezimiz transplantasyon
immiinoloji laboratuvarina ait, PRA/DSA testleri i¢in rutin uygulama protokolleri Ek 1 ve Ek

2’de sunulmustur.

2.3. Histopatolojik Degerlendirme

Merkezimiz patoloji arsivinden, 19 greft kalpten alinmis 91 endomiyokardiyal biyopsi
spesmenine ait Hematoksilen&Eozin (H&E) boyali hazir preparatlar ve patoloji rutininde
raporlama &ncesi immiinhistokimyasal (IHK) CD68, C4d, CD31 ve HLA-DR antikorlari ile
boyanmis hazir preparatlar ¢ikartilarak deneyimli bir patolog tarafindan tekrar goézden
gecirildi. Tim biyopsi Ornekleri, 1s1ik mikroskobu ile 6 veya daha fazla mikroskobik seri
kesitler ile degerlendirildi. Bu olgularda, akut hiicresel rejeksiyonlar 2004 ISHLT revize
skorlama sistemine®’ gore, akut hiimoral rejeksiyonlar ise ISHLT 2013 patolojik AMR

0

formiilasyon semasma®® goére derecelendirilmistir. Immiinglobulinler (IgG, IgA, IgM),

kompleman faktorlerine (C3c, Clq) yonelik yapilmis ve arsivlenmis immiinfléresan
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mikroskobik inceleme preparatlart zaman asimi nedeniyle optimal degerlendirilemeyecegi
icin, olgularin patoloji raporlarindaki sonuclar dikkate alindi.

Calisma spesmenlerine ait tim parafine gomiilii dokulardan, ek immiin-belirtegler
(CD138, IgG, IgGl ve IgG3) ile boyanmak iizere, poly-L-lysine kapli lamlara 5 mikron
kalilikta kesitler alind1. Immiin-boyama igin kesit alinan parafin bloklar en az 2 en ¢ok 6
doku Ornegi icermekteydi. IHK boyamalar1 ‘DAKO/OMNIS stainer’ otomatik boyama
cihazinda yapilmistir. Kullanilan antikorlar, iiretici firma, {iriin klonu ve uygulanan teknik
bilgileri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir. Birincil antikorlar avidin-biotin peroksidaz kompleksi
yontemi kullanilarak goriinlir kilindi. Substrat olarak diaminobenzidin kullanildi. Kesitlerin
hematoksilen ile kars1 boyamasi yapildi. IgG1 harig, tim antiserumlar antijen alimi igin sitrat
ile 6n isleme tabi tutuldu.

Nicel degerlendirme, tiim ek IHK antikorlar1 i¢in, isaretlenmis plazma hiicrelerinin ve
endotel hiicrelerinin en sik bulundugu bir biiyiik biiyiitme alani sec¢ilerek bu alanda sayilmis
ve diger negatif inflamatuar hiicrelere veya negatif endotel hiicrelerine gore yiizde orani

hesaplanmastir.

Tablo 2.1. immiinhistokimyasal inceleme icin kullanilan antikorlar

Antikor Uretici Firma Klon Uygulama

IgG Protintech poliklonal 1:100, Low PH

IgG1 Affbiotech poliklonal 1:100, High PH

I1gG3 Merck monoklonal 1:100, Low PH

CD138 (Syndecan 1)* | Dako monoklonal Hazir diliisyon, Low
PH

CD68 (PGM1)** Dako monoclonal Hazir diliisyon, Low
PH

Cad*** Medaysis monoklonal 1:150, Low PH

*CD 138: Cesitli normal ve timoéral dokularda ifade edilen bir transmembran proteoglikan’dir. Hiicre
¢ogalmasinin, gogliniin ve hiicre iskeletinin organizasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan bir hiicre ylizeyi
proteini olan sindekan ailesinin dort {iiyesinden biridir. Hematolenfoid dokulardaki plazma hiicrelerini ayirt
etmek ve miktarin1 belirlemek igin rutin tanisal patolojide immiinhistokimyasal bir biyobelirteg olarak

kullanilir*.

**CD68: Cesitli normal ve tiimoral dokularda bulunan ve oOncelikle histiyositleri ve histiyositik tiimorleri
tanimlamak i¢in rutin tanisal patolojide immiinhistokimyasal bir biyobelirte¢ olarak kullanilan bir lizozomal
transmembran glikoproteindir. KP1 ve PGM1 en sik kullanilan 2 antikor klonudur; PGM1 biraz daha spesifik

isaretleyicidir®.
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*#*C4d: Kompleman pargalanma iiriinleri, solid organ nakillerinde, antikor aracili reddin yararli belirtegleri
olarak kullanillmaktadir. Bu firiinlerden biri olan C4d, artik renal ve kardiyak allograftlarda antikor aracili

rejeksiyon i¢in rutin tanisal patolojide immiinhistokimyasal bir biyobelirte¢ olarak genis ¢apta kabul

edilmektedir>*.

Immiinolojik tetkikler; Baskent Un. Immiinoloji A.D. Transplantasyon Immiinolojisi
Laboratuvarinda hastalarin biyopsi ile eszamanli alinmis serumlarinda gergeklestirildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu sekansina 6zgii oligoniikleotid (PCR-SSO) tiplemesi, karsilik
gelen DNA sekanslarinin analizi yoluyla en iyi HLA spesifikliklerini tanimlama yetenegini,
normal ve etkilenmis bireylerden olusan genis popiilasyonlarin calisilma olasiligi ile
birlestirir. Merkezimizde uygulanan SSO Calisma Prosediirii EK 1°de, PRA Tarama Sinif I ve
Smif I HLA Testi Caligma Talimati EK 2’de sunulmustur.

2.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin SPSS, Version 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
kullanildi. istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak belirlenmistir. Stirekli degiskenler ortalama
standart sapma olarak ve kategorik degiskenler yiizde olarak sunuldu ve olgularin klinik ve
histopatolojik parametreleri ile kullanilan immiinohistokimyasal belirteglerin isaretlenme
indeksleri Pearson ve Fisher Exact ki-kare testleri, Student's t-testi, tek yonlii varyans analizi
ve Kruskal-Wallis varyans analizi testleri gibi tek degiskenli ve ¢ok degiskenli istatistiksel
yontemlerle karsilastirildi. Degiskenler arasindaki dogrusal iliskinin énemi ve giicli Pearson
ve Spearman korelasyon analizi ile incelenmistir. CD138, IgG, IgG1 ve IgG3 pozitif hiicre

sayisinin AMR tanisindaki 6nemini belirlemek i¢in ROC egrileri kullanildi.
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3. SONUCLAR

3.1. Calismaya Dahil Edilen Kalp Alic1 Hasta Profilini Tanimlayan Bulgular

Caligmamiza dahil edilen hastalar, 2007-2018 yillar1 arasinda ilk kez allogreft kalp
nakli yapilmis alicilardi. Bu calismaya 19 allogreft kalp nakil hastasindan alinmis 91
endomiyokardiyal biyopsi spesmeni dahil edildi. 19 hastanin %531 erkek olup (10 erkek ve 9
kadin), ortalama nakil olma yas1 29,9 (Minimum 3 yil, maksimum 53 yil; SS = 14.9) olarak
hesaplandi. Hastalarin hastane kayitlarindaki son bagvuru tarihleri ve 6liim tarihlerine gore
hesaplanan greft sag kalim siiresi ortalama 101,11 aydi (maksimum 198 ay, minimum 49 ay).
Giincel kayitlara gore olgu grubundaki 5 hasta kaybedilmisti. Calisma grubunda 6 hasta ve
kontrol grubundan 1 hasta olmak {izere toplam 7 hasta, nakil sonrast minimum 3 yil
maksimum 9 yil iginde (mendian 8 yil) CAV gelistirmisti (Tablo 3.1.1). Bunlardan
tekrarlayan AMR ataklar1 (en az 2, en ¢ok 21 atak) olan 15 hastaya ait 81 EMB spesmeni
caligsma grubunu olusturdu. Bu grupta hafif derecede AMR (AMR-1) tanili1 20 adet spesmen
(%22), orta ve siddetli derecelerde (AMR2 ve AMR3) tanili 16 adet (%17,6) ve miks
AMR+ACR tanili 32 adet (%35,2) ve rejeksiyon tanist almamig 16 adet (%17,6) biyopsi
spesmeni degerlendirildi. (Tablo 3.1.2).

Kontrol grubunu olusturan herhangi bir rejeksiyon tanist almamais 3 alicidan (16, 18 ve
19 numarali hastalar) biri (18 numarali) 6 y1l takip edilmis ve bu siire i¢cinde 13 adet protokol
EMB spesmeni degerlendirilmis, digeri (19 numarali) 6 ay takipli olup, 4 adet protokol EMB
spesmeni degerlendirilmistir. Nakil sonrasi histopatolojik herhangi bir rejeksiyon tanisi
almamis bu iki alicinin sadece son alinan biyopsi spesmenleri calismaya dahil edildi. 16
numarali hasta ise rejeksiyonsuz 6 yil takip sonunda AMR-1 tanis1 almis ve rejeksiyonsuz 3
biyopsi spesmeni ve hasta bazinda gozlemler yapabilmek i¢in, AMR-1 tanili son biyopsi
spesmeni ¢alismaya alinmistir. Ayrica sadece tekrarlayan piir ACR ataklar1 olan ve hic AMR
tanis1 almamis 1 alicinin (15 numaral1) piir ACR tanili 3 adet ve rejeksiyon saptanmamis 1

adet olmak {izere, toplam 4 adet EMB spesmeni kontrol amach ¢alismaya alinmistir (Tablo

3.1.1).

Olgularin %37,4’1 herhangi bir zamanda AMR tedavisi almamis hastalardan alinmis
biyopsilerdi. Olgularin %39,6’s1 1 yildan uzun siire 6nce, %15,4°1 6 ay ile 1 yil arasinda bir
stire Once, %7,7’si ise 6 aydan daha kisa bir siire 6nce PF +IVIG+Rituximab iiclii tedavisi
almig hastalarin biyopsileriydi. Olgularin sadece %11°1 2 aydan kisa bir siire Once

immiinsupresyonu giiclendiren ve ‘puls’ metil prednizolon ile yapilan ACR tedavisi almist.
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Olgularin %53,8’inde klinik belirti veya bulgu yoktu, %1,1’inde sadece klinik siiphe
vardi, %45,1’inde ise klinik bulgu ve/veya belirti vardi. Olgularin hemen biyosi Oncesi
senkron yapilmis transtorasik ekokardiografisine gore, sol ventrikiiler ejeksiyon fraksiyonlari
(LVEF) olgularin %72,5’inde %50 ve {lizeri, yani kabul edilebilir sinirlarda iken, %18,7’si

9%40-49 arasinda ve %8,8°1 ise %40°dan az olmak {izere, belirgin diisiisler géstermisti.

Tablo 3.1.1. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik ve klinik profili

NO CAV AMR
Hasta Cinsiyet Nakil Yas1 Primef'. desensitizasyo /N S Greftsag | ataklan
No (y1) Etyoloji I gelisme kalim (Ay) | (En az 2)
zamani

1 Erkek 14 ARVD yok yok 165 var

2 Kadin 45 Bilinmiyor yok yok 87* var

3 Kadin 3 Bilinmiyor yok yok 124* var

4 Erkek 12 Bilinmiyor yok Var/ 8 yil 198 var

5 Erkek 11 DKM yok Var/ § yil 143 var

6 Kadin 15 DKM yok Var/ 8 yil 107* var

7 Erkek 53 Iskemik yok yok 56%* var
KM

Kadin 21 RKM var yok 57* var

Erkek 30 DKM yok Var/ 9 yil 149 var

10 Erkek 50 Miyokardit yok Var/ 5 yil 96 var

11 Kadin 26 Eozinofilik yok Var/3 yil 83 var

Miyokardit

12 Erkek 26 Dogumsal yok yok 49 var
KH

13 Erkek 47 Iskemik yok yok 81 var
KM

14 Erkek 17 Eozinofilik yok yok 81 var

Miyokardit

15 Kadin 47 DKM yok yok 67 yok

16 Erkek 45 DKM yok Var/ 8 yil 102 yok

17 Kadin 44 DKM yok yok 86 var

18 Kadin 42 DKM yok yok 95 yok

19 Kadin 21 Ailevi KM yok yok 95 yok

NO: Nakil 6ncesi, NS: Nakil sonrasi, CAV: Kardiak allogreft vaskiilopati, ARVD:
Aritmojenik sag ventrikiil displazisi, DKM: Dilate kardiomiyopati, KM: Kardiomiyopati,
RKM: Restriktif kardiomiyopati, KH: Kalp hastaligi. *Oliim ile kay1p
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Tablo 3.1.2. Tam gruplarina gore olgu daghm

Patolojik Tam N %
Rejeksiyon yok 16 17.6%
AMRI1(h veya i) 20 22.0%
AMR 2veya3 16 17.6%
miks AMR+ACR 32 35.2%
ACRI1 3 3.3%
ACR2veya3 4 4.4%
Toplam 91 %100

3.2. Patolojik Tani Gruplarina Gore Yapilan Analizlerde Elde Edilen Bulgular

Patolojik tanmi gruplarmi ‘Rejeksiyon yok, AMRI1, AMR2 ve3, miks AMR+ACR,
ACR-1R, ACR-2R ve 3R’ seklinde 6 grupta topladik. Calisma grubunu olusturan AMR
ataklartyla seyreden 85 hastaya ait 86 adet EMB spesmeni (rejeksiyonlu veya rejeksiyonsuz)
ile kontrol grubunu olusturan rejeksiyonsuz 3 hastaya ait 5 adet spesmen karsilastirildiginda,
iki grup arasinda CD138, IgG, IgG1, IgG3 pozitif inflamatuar hiicre sayilar1 ya da endotelyal

hiicrelerde izlenen IgG, IgG1 ve IgG3 yoniinden anlamli bir fark bulunamamastir.

Tim rejeksiyonlu olgular ile rejeksiyon tanisi almamis (¢alisma veya kontrol
grubuna ait) olgular T testleri ile karsilastirildiginda, endotelde IgG1 (p= .072) ve IgG3 (p=
.000) pozitif hiicre oranlarinin %10 ve lizerinde olmasi ile herhangi bir tipte ve derecede
rejeksiyon bulunmasi arasinda anlamli istatistiksel iligki saptandi.

Bagimsiz 6rneklem T-test sonuclarina gore rejeksiyon olan ve olmayan vakalar
arasinda DSA degerlerinde anlamli bir farklilik oldugu goriildi (t (35) = -2.95, p =0 .006).
Rejeksiyon olan vaka grubunun DSA degerlerinin (M = 2.06, SD = .72) rejeksiyon olmayan
vaka grubu degerlerine (M = 2.06, SD = .72) gére daha yiiksek oldugu saptandi. Iki vaka
grubunun endotelde IgG1 (t (88) =-2.90, p =.005) ve IgG3 (t (88) =-2.78, p =.009) degerleri
karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gostermistir. Herhangi bir tipte veya derecede
rejeksiyon olan vaka grubunun IgGl ve IgG3 endotelde pozitiflik degerlerinin rejeksiyon
olmayanlara kiyasla daha yiiksek oldugu goriildii.

Yapilan ANOVA analizi sonuglar1 vakalarin patolojik tanit gruplarina gore
karsilastirildiginda, LSA (F(4, 37) = 3.228, p < .05) ve DSA (F(3, 33) = 3.332, p < .01)
degerlerinin anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Piir
ACR tanili olgularda LSA veya DSA pozitifligi yoktu. DSA ve LSA pozitifligi baskin olarak
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pir veya miks AMR olgularinda yogunlasmis, bir kismi ise histopatolojik rejeksiyon bulgusu
olmayan olgularda saptanmistir.

Tan1 gruplart arasinda karsilagtirlldiginda, sadece IgG1l pozitif hiicre sayisi
istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdi; ACR-2R ve ACR-3R olgularinda daha yiiksek
siklikta IgGl+ inflamatuar hiicre tespit edildi (F(5, 85) = 2.517, p < .05). Diger
parametrelerde tani gruplart arasinda anlamli fark bulunmadi. Rejeksiyonsuz olgularda 1gG3

pozitif hiicre saptanmadi (Tablo 3.2.1).

Tablo 3.2. Tam gruplarina gore, CD138, IgG, IgG1 ve IgG3 (+) hiicre sayilar1 dagilimi

Hiicre sayisi Tam Grubu N Ortalama | Minimum | Maksimum
CDI38+/IBBA* | rejeksiyon yok 16 2.1875 .00 8.00
AMRI1(h veya i) 20 14.9000 .00 85.00
AMR2veya3 16 20.5000 .00 220.00
miks AMR ACR 32 14.5938 .00 150.00
ACRI 3 3333 .00 1.00
ACR2veya3 4 13.7500 .00 30.00
Total 91 13.0110 .00 220.00
IgG+/1BBA* rejeksiyon yok 16 5.3125 .00 30.00
AMRI1(h veya i) 20 12.7500 .00 60.00
AMR2veya3 16 27.0000 .00 310.00
miks AMR ACR 32 17.9063 .00 80.00
ACRI 3 1.6667 .00 5.00
ACR2veya3 4 2.7500 .00 6.00
Total 91 14.9560 .00 310.00
IgGI+/1BBA* | reieksiyon yok 16 7500 .00 12.00
AMRI1(h veya i) 20 15.3500 .00 160.00
AMR2veya3 16 12.4375 .00 105.00
miks AMR ACR 32 21.5625 .00 120.00
ACRI 3 3.3333 .00 10.00
ACR2veya3 4 69.0000 .00 250.00
Total 91 16.4176 .00 250.00
IgG3+/1BBA* | rejeksiyon yok 16 .0000 .00 .00
AMRI1(h veya i) 20 3.2000 .00 20.00
AMR2veya3 16 3.3750 .00 15.00
miks AMR ACR 32 7.5938 .00 80.00
ACRI 3 3.3333 .00 10.00
ACR2veya3 4 6.7500 .00 20.00
Total 91 4.3736 .00 80.00

*+/1BBA: Bir biiyiik biiyilitme alanindaki (x400) pozitif hiicre sayist.
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Sekil 3.2.2. DSA pozitif olgularin tan1 gruplarina gore dagilimi.
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Sekil 3.2.3. CD138 + plazma hiicre sayisinin tan1 gruplarina gore dagilimini gosteren grafik.
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Sekil 3.2.4. IgG+ inflamatuar hiicre sayisinin tan1 gruplarina gore dagilimini gosteren grafik.
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Sekil 3.2.5. [gG1+ hiicre sayisinin tani gruplarina gore anlamli degiskenligini gosteren

grafik (p <0.05).
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Sekil 3.2.6. IgG3 + hiicre sayisinin tan1 gruplarina gére dagilimini gosteren grafik.

3.3. LSA, DSA ve MFI Diizeyleri ile Mliskili Analiz Sonuclar

LSA veya DSA pozitif ve negatif olgular klinik (bulgu var, yok, stipheli) gruplara gore
Pearson ki-kare testleri ile karsilastirildiginda anlamli fark gostermedi.
EMB ile senkron serumunda herhangi bir tipte Anti-HLA antikoru (LSA) bulunan ve dondr
doku uyumlulugu bilinmeyen 37 alicinin LSA pozitifligi ile endotelyal hiicrelerdeki herhangi
bir yiizde orandaki IgG, 1gG1, IgG3 pozitiflikleri arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ancak, HLA siif II antikorlarin bulundugu hastalarda, herhangi bir oranda
endotelyal IgG pozitifliginin goriilme olasilig1 digerlerine gére daha yiiksek gozlendi (Sekil
3.3.1). HLA smif I, simif II, sinif I ve II tipinde DSA saptanan ve DSA saptanmayan
hastalarda, endotelyal IgG pozitifliginin ylizde oranlarina gére dagilimi (Sekil 3.3.2) veya
IgG1 pozitifliginin herhangi bir oranda varligina gore dagilimi (Sekil 3.3.3) istatistiksel anlam
gostermedi, ancak her ikisinin de HLA simif-1I pozitif olgularda yogunlastig1 gozlemlendi.

Ayrica senkron serumlarinda LSA MFI diizeyleri 1000 ve {izerinde saptanmis 34 hasta
ile 1000°den diistik MFI diizeyine sahip 3 hasta, endotel hiicrelerinde IgG, IgGl ve IgG3
pozitifliginin bulunma durumuna goére Pearson ki-kare testleri ile karsilastirilmis; istatistiksel
anlaml bir iligki saptanmamuistir. Ancak, 6zellikle IgG pozitif endotelyal hiicre saptanan
olgular MFI diizeyleri yiiksek olan grupta kiimelendigi gozlenmesine karsin, MFI diizeyi
diistik hasta grubunun ¢ok kiiclik olmasi nedeniyle MFI diizeyleri ile endotelyal IgG
pozitifligi arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamamaistir (Sekil 3.3.4). Senkron serumlarinda
sinif-I ve/veya sif -2 DSA saptanmis 37 hasta ile DSA negatif 25 hasta kapiller endotel
hiicrelerinde, herhangi bir orandaki IgG, IgG1 (Sekil 3.3.5 ve Sekil 3.3.6) ve IgG3 pozitifligi
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yoniinden karsilastirildiginda istatistiksel olarak, DSA pozitifligi ile endotelyal IgG3
pozitifligi anlamli (p= .044) birliktelik gostermistir (Sekil 3.3.7).

Bar Chart
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Sekil 3.3.1. Donore 6zgiilligii bilinmeyen HLA sinif I, sinif 11, sinif I ve II antikorlar (LSA)
saptanmig hastalarda, herhangi bir oranda endotelyal IgG pozitifliginin goriilme sikliginin,

tedavi iliskisiz ve iligkili olma durumuna gore dagilimini gésteren bar grafik.

Bar Chart
12 EC_IGg
[H yok
W %10dan azinda pozitif
& W %10 ve fazlasinda pozitif
8
-
£
3
8 ¢
4 I I
2
Ll N
negatif DSA Sinif 1+ DSA Simf 11+ DSA S|n|f I+ ve

Sin
DSA

Sekil 3.3.2., HLA simf [, simif II, simif I ve II tipinde DSA saptanan ve DSA saptanmayan

hastalarda, endotelyal IgG pozitifliginin ylizde oranlarina gére dagilimini gosteren bar grafik.
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Bar Chart
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Sekil 3.3.3. HLA smif I, simif I, simif I ve II tipinde DSA saptanan ve DSA saptanmayan

hastalarda, endotelyal IgG1 pozitifliginin herhangi bir oranda varligina gore dagilimim

gosteren bar grafik.
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Sekil 3.3.4. LSA MFI diizeyleri 1000 ve iizerinde veya altinda saptanmis hastalarda

endotelyal hiicrelerde herhangi bir oranda IgG pozitifligini gdsteren bar grafik.
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Sekil 3.3.5. Senkron serumlarinda sinif-1 ve/veya siif -2 DSA saptanmis 37 hasta ile DSA

negatif 25 hastada, herhangi bir oranda IgG pozitif endotel hiicrelerinin bulunma sikligina

gore dagilimi gosteren bar grafik.
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Sekil 3.3.6. Senkron serumlarinda sinif-I ve/veya smif -II DSA saptanmis 37 hasta ile DSA

negatif 25 hastada, herhangi bir oranda IgG1 pozitif endotel hiicrelerinin bulunma sikligina

gore dagilimi gosteren bar grafik.
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Bar Chart
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Sekil 3.3.7. Senkron serumlarinda sinif-I ve/veya sinif -2 DSA saptanmig 37 hasta ile DSA
negatif 25 hastada, herhangi bir oranda IgG3 pozitif endotel hiicrelerinin bulunma durumuna

gore anlaml (p= .044) farki gosteren bar grafik.

3.3.1. Cahyma grubundan iki hastanin, hasta bazh LSA, DSA ve MFI
diizeylerinin IgG1 ve IgG3 pozitif hiicre sayilariyla bagintisin1 arastiran analiz

sonuc¢lari

Klinik, immiinolojik ve histopatolojik verileri birlikte degerlendirildiginde, kronik
seyir gosteren, elimizde daha uzun siire hem histopatolojik hem immiinolojik verileri bulunan
iki hasta mercek altina alind1 ve hasta bazinda yapilan istatistiksel analizler sonucunda, IgG1
ve IgG3 pozitif inflamatuvar hiicre sayilari ile hem LSA ve DSA’nin varligi hem de MFI
diizeyleri anlamli bir korelasyon gosteriyordu (Sekil 3.3.1.1 ve Sekil 3.3.1.2).
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Sekil 3.3.1.1. Tek hastanin (9 no’lu) izleminde, 6 farkli zaman diliminde alinmis
EMB’lerdeki IgG1 ve IgG3 pozitif hiicre sayilar1 (/IBBA) ile senkron serumlarinda bulunan
Smif-1, Siif-1I LSA MFI diizeylerinin korelasyonunu gdsteren siitun grafikler. Ikinci grafikte
IgGl ve IgG3 pozitif hiicre sayilarinin zaman dilimlerine gore dagilimi daha yakindan

gosterilmistir.
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Sekil 3.3.1.2. Tek bir hastanin (11 numarali) izleminde, 8 farkli zaman diliminde
almmis EMB’lerdeki IgG1 ve IgG3 pozitif hiicre sayilar1 (/1BBA) ile senkron serumlarinda
bulunan Simf-I, Sinif-I LSA MFI diizeylerinin korelasyonunu gosteren siitun grafikler. Ikinci
grafikte IgGl ve IgG3 pozitif hiicre sayilarinin zaman dilimlerine goére dagilimi daha
yakindan gosterilmistir [Not: Hastanin 2. ve 3. Biyopsileri tedavi altinda alinmig kontrol

biyopsileri iken, 1. ve 8. biyopsilerinde hafif siddette ‘miks AMR+ACR’ tanis1 almistir].

3.4. Tedavi iliskili Analiz Sonuc¢lar:

Arastirdigimiz parametreler tiizerindeki tedavi etkisini gdzlemleyebilmek igin,
Plazmaferez+IVIG ve/veya Ritiiksimab ikili veya tiglii tedavisi almis hastalarin tedaviyi
biyopsiden ne kadar siire 6nce almis olduklarina gore olgular su sekilde gruplandirildilar: Hig

almamig, 1 yildan uzun siire 6nce almis, 6 ay ile 1 yil arasindaki zaman diliminde almis, 6
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aydan kisa siire once almis. Olgularin 34’1 ‘PF+IVIG ve/veya Rituksimab’ tedavisi hig
almamig hastalardan, 36’s1 1 yildan uzun siire once almis hastalardan, 14’4 6ay -1 yil
arasindaki donemde almis ve 7’si 6 aydan kisa siire Oonce tedavi almis hastalardan alinmig
biyopsi spesmenlerinden olugsmaktaydi. Yapilan Pearson ki-kare testlerinde, 0-1 yillik zaman
diliminde bu tedaviyi almis hastalarin DSA diizeylerinde anlaml1 (p=.000) diisiis saptanmistir
(Sekil 3.4.1). DSA HLA simuflarina gore tedavi etkisi ile ilk 1 y1l i¢cinde baskilanmis gruplarda
ise, ozellikle sinif II HLA’ larin direngen sebadi dikkati ¢ekmistir (Sekil 3.4.2). ilk 1 yillik
donemde tedavi etkisinde, DSA’ya paralel olarak, endotel hiicrelerinde IgG, IgG1 ve 1gG3
pozitiflik oranlarinda belirgin diisme gozlenmis (Sekil 3.4.3, Sekil 3.4.4 ve Sekil 3.4.5),

ancak, gruplar arasinda anlamli iligki saptanmamastir.
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Sekil 3.4.1. Plazmaferez+IVIG ve/veya Ritliksimab iiclii tedavisi almis hastalarin
tedaviyi biyopsiden ne kadar siire dnce almis olduklarina gore biyopsilerin gruplandiriimalari

ve bu gruplardaki Serum DSA diizeylerinin anlamli dagilimini gosteren bar grafik (p=.000).
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Sekil 3.4.2. DSA HLA siniflarina gore alt gruplarda, (PF+IVIG ve/veya Rituksimab) tedavi

etkisi ile baskilanma ve direnci gdsteren bar grafik.
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Sekil 3.4.3. Plazmaferez+IVIG ve/veya Ritiiksimab tedavisi almis hastalarin tedaviyi
biyopsiden ne kadar siire 6nce almis olduklarina gore biyopsilerin gruplandirilmalari ve bu

gruplarda endotelyal hiicrelerdeki IgG % oranlarini gdsteren bar grafik.
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Bar Chart
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Sekil 3.4.4. Plazmaferez+IVIG+Ritiiksimab tiglii tedavisi almis hastalarin tedaviyi
biyopsiden ne kadar siire dnce almis olduklarina gore biyopsilerin gruplandirilmalar: ve bu

gruplarda endotelyal hiicrelerdeki herhangi bir oranda IgG1 pozitifligini gosteren bar grafik.
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Sekil 3.4.5. Plazmaferez+1VIG+Ritiiksimab iiclii tedavisi almis hastalarin tedaviyi
biyopsiden ne kadar siire 6nce almis olduklarina gore biyopsilerin gruplandirilmalart ve bu

gruplarda endotelyal hiicrelerdeki herhangi bir oranda IgG3 pozitifligini gosteren bar grafik.
LSA durumu bilinen 62 olgu LSA pozitifligine gore; negatif (n=25), pozitif (n=31) ve

tedavi (PF+IVIG+Rituksimab) sonrasi (ilk 6 ayda) pozitif (n= 6) olarak gruplandirilmistir.
Buna gore LSA pozitif olgularin endotelyal hiicrelerindeki tedavi iliskili IgG (Sekil 3.4.6),

40



IgG1 (Sekil 3.4.7) ve 1gG3 (Sekil 3.4.8) pozitiflik yiizde oranlar1 da test edilmistir. Pearson
ki-kare testleri ile yapilan karsilasgtirmalarda tedavi sonras1 LSA pozitif olgularda tiim
parametrelerde belirgin diisme gozlenmis ancak istatistiksel anlam bulunamamistir. Ayni
sekilde, ACR tedavisi (Metil prednizolon) almis ve 2 ay i¢inde kontrol amagli alinmis 10
biyopsi spesmeninde, endotelyal hiicrelerde tedavi iligkili IgG (Sekil 3.4.9), IgG1 ve 1gG3

pozitiflik % oranlarinda belirgin diisme gdzlenmis, istatistiksel anlam bulunamamustir.
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Sekil 3.4.6. LSA durumu bilinen 62 olgu, tedavi iligkili LSA pozitifligine gore,
endotelyal hiicrelerindeki tedavi iligkili IgG pozitiflik % oranlar1 gosteren bar grafik.
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Sekil 3.4.7. LSA durumu bilinen 62 olgu, tedavi iligkili LSA pozitifligine gore,
endotelyal hiicrelerindeki tedavi iligkili IgG1 pozitiflik % oranlar1 gosteren bar grafik.
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Bar Chart

5 EC_IGg3

Hyok
W %10dan azinda pozitif
W %10 ve fazlasinda pozitif

Count

poz ted sonrasi poz neg

LSA_var_grub

Sekil 3.4.8. LSA durumu bilinen 62 olgu, tedavi iligkili LSA pozitifligine gore,
endotelyal hiicrelerindeki tedavi iligkili IgG3 pozitiflik % oranlar1 gésteren bar grafik.

Bar Chart
EC_lgG_ikili

H.00
W100
&0
40
20
0 l
yok var

ACRveyaAMRtedavisison2ayicinde

Count

Sekil 3.4.9. ACR tedavisi (Metil prednizolon) almis ve 2 ay i¢inde kontrol amach
alimmis 10 biyopsi spesmeninde, endotelyal hiicrelerde tedavi iliskili IgG pozitiflik durumunu

gosteren bar grafik.

3.5. C4d iliskili Analizlerde Elde Edilen Bulgular

DSA durumu bilinen 62 hasta iizerinde yapilan Pearson ki-kare testlerinde, DSA
pozitif ve negatif gruplarda, %10 esik degere gore derecelendirilen (0, 1, 2) C4d pozitiflik
dagilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (Sekil 3.5.1), DSA pozitifligi ile herhangi

42



bir orandaki C4d pozitifligi (var/yok) olduk¢a anlamli fark gosterdi (p:0,000) (Sekil 3.5.2).
C4d pozitif olgularin énemli kisminda HLA smif II antikor varlig1 gézlendi. DSA pozitifligi
HLA siniflarma gore gruplandiginda C4d pozitifligi agirlikli olarak (Siif I HLA eslik eden
veya etmeyen) sinif II HLA ile birliktelik gosterdi (Sekil 3.5.3).
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Sekil 3.5.2. DSA pozitifligi (var/yok) ile herhangi bir orandaki C4d pozitiflik (var/yok)

dagiliminin anlaml korelasyonunu gosteren bar grafik (p=.000).
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Sekil 3.5.3. DSA pozitifligi HLA siniflarina gore gruplandiginda C4d pozitifligi agirlikli
olarak (Sinif-I HLA eslik eden veya etmeyen) sinif-II HLA ile birliktelik gosterdi.

LSA durumu bilinen 42 olgu, LSA pozitifligi HLA smiflarina goére ve tedavi
durumuna gore siniflandirildiginda, 7 olgu grubu olustu. Bu gruplarin C4d pozitiflik oranina
gore dagilimi Sekil 3.5.4°de gosterilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmamustir. Ancak tedavi gruplarinda direngen HLA simif-II LSA pozitifliklerine C4d
pozitifliginin eslik ettigi, piir HLA smf-I LSA+ grupta C4d pozitif olgu bulunmadig:
gozlendi. MFI diizeyi bilinen 37 olgunun, MFI diizeyi 1000 ve iizeri olan grupta, herhangi bir
oranda (var/yok) C4d pozitiflik durumu ile %10 esik degere gore derecelendirilen (0, 1, 2)
C4d pozitiflik dagilimi iki grafik ile karsilagtirilmistir. Ki-kare testlerinde bu dagilimlar
gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemekle birlikte, C4d’ nin %10’un altindaki pozitiflik

oranlarinin da MFI ile bagintili oldugu gézlendi (Sekil 3.5.5 ve Sekil 3.5.6).
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Sekil 3.5.4. LSA durumu bilinen 42 olgu, LSA pozitifligi HLA smiflarina gore ve

tedavi durumuna gore smniflandirildiginda, bu 7 grupta C4d pozitiflik oranina gore dagilim

gOsteren bar grafik.
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Sekil 3.5.5. MFI diizeyi 1000 alt1 ve {izeri olan grupta, herhangi bir oranda (var/yok)
C4d pozitiflik dagilimin1 gosteren bar grafik.
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Sekil 3.5.6. MFI diizeyi
1000 alt1 ve iizeri olan
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gosteren bar grafik.

Miyokardial kapiller duvarindaki immiinhistokimyasal C4d pozitifliginin herhangi bir
orani ile endotelyal hiicrelerdeki herhangi bir orandaki IgG (p= .008), IgG1 (p=.001) ve IgG3
(p= .000) pozitifligi ile istatistiksel olarak anlaml iliski gosterdi (Sekil 3.5.7,8,9). Ayrica,

Anova tablolarindaki karsilagtirmalarda, C4d’nin herhangi bir derecede pozitifliginin,

mikroskobik bir biiyiik biiylitme alanindaki (x400) plazma hiicre sayisi (p=.009), IgG(+) (p=
.017), IgG1(+) (p= .003) ve IgG3(+) (p= .000) hiicre sayis1 ile anlamli bir iligki gosterdigi

saptandi (Sekil 3.5.10).
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Sekil 3.5.7. Miyokardial kilcal
damarlarda herhangi bir oranda
C4d pozitifligi ile herhangi bir
orandaki  endotelyal IgG
pozitifligi arasindaki anlamli
bagmtiyt (p= .008) gosteren
bar grafik.



Bar Chart

Count

cad_varhgi

EC_IgG1_ikili

.00
W100

Sekil 3.5.8. Miyokardial kilcal damarlarda herhangi bir oranda C4d pozitifligi ile herhangi bir orandaki

endotelyal IgG1 pozitifligi arasindaki anlamli bagintiy1 (p= .001) gdsteren bar grafik.
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Sekil 3.5.9. Miyokardial kilcal damarlarda herhangi bir oranda C4d pozitifligi ile herhangi bir orandaki

endotelyal IgG3 pozitifligi arasindaki anlamli bagintiy1 (p= .000) gdsteren bar grafik.
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ANOVA Table

Source
15.000 o PLAZMA_say1 * c4d_varlidi Between
Groups (Combined)
IgG_sayl * c4d_varli§) Between Groups
u, a'mbrned} -/ang P
lgGl_say! * cdd_varlid Between
Croups (Combined)
lgG3_say * cdd_varlig Between
Groups (Combined)
LVEF * e4d_varligl Between Groups
10.000 (Combined)

Values

5.000

Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Statistics

Sekil 3.5.10. C4d’nin herhangi bir derecede pozitifligi ile mikroskobik bir biiylik biiylitme alanindaki
(x400) plazma hiicre sayist (p= .009), IgG(+) (p= .017), IgG1(+) (p= .003) ve IgG3(+) (p= .000) inflamatuar

hiicre sayis1 arasindaki anlamli iligkileri gosteren bar grafik.

Bar Chart
cad_varhidi

A Sekil 3.5.11. Klinik
gruplarin dokuda C4d
pozitifligi bulunmasi ile

anlamlt bagintisim

Count

gosteren bar grafik (p=
.053).

klinik bulgu yok klinik stupheli klinik bulgu var
klinik

Miyokardial kapiller duvarinda C4d pozitiflik oraninin %10 ve {izerinde olmasi ile diisiik
(%50°nin altindaki) LVEF diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli iliski gosterdi (p= .013).
Ayrica, 91 olgu biyopsi oncesi klinik durumuna gore, belirti veya bulgu olan, olmayan ve
stipheli olmak iizere, 3 gruba ayrildiginda, bu gruplarin dokuda C4d pozitifligi bulunmasi ile
bagintisi istatistiksel olarak sinirda anlamli bulundu (p=.053) (Sekil 3.5.11).
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3.6. ROC Egrisi ile Esik Deger Analiz Sonuclari

ROC egrisi ile elde edilen risk analizi sonuglarina goére, bu ¢alismada kullanilan
CD138 ve IgG, IgGl ve IgG3 immiin belirtecleri ile tiim esik degerler 0,5 olarak
hesaplanmistir. Bu durumda, tiim bu belirtegler ile bir biiyiik biiyiitme alaninda bulunacak tek
bir pozitif inflamatuar hiicre AMR i¢in anlamli risk olusturmaktadir; IgG3 en yiiksek
sensitivite ve spesifiteye sahiptir (Tablo 3.6.1 ve Sekil 3.6.1).

Tablo 3.6.1. ROC egrisine gore, AMR icin anlamh risk olusturan CD138, IgG, IgG1 ve
IgG3 pozitif hiicre sayis1 esik degerleri

Risk Faktor | AUC (%95) Standart | Esik Deger | P Sensitivite | Spesivite

(/1IBBA) Egri altindaki alan | hata (Cutt Off (%) (%)
point)

CD138+ 0,697 (0,589-0,805) | 0,055 0,5 0,001 | 86,7 74

plazma hiicre

sayisi

IgG+  hiicre | 0,690 (0,583-0,797) 0,055 0,5 0,002 95.6 63

sayisi

IgGl+ hiicre | 0,789 (0,692-0,886) 0,049 0,5 0,000 82,2 23,9

say1s1

IgG3+  hiicre | 1,000 (1,000-1,000) 0,000 0,5 0,000 100 100

say1s1
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Sekil 3.6.1. ROC Egrisi: Dokuda plazma hiicre sayilar1 ile anlamli esik degerler bulmak i¢in elde
edilen ROC egrisi.
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Sekil 3.6.2. Dokuda, IgG, IgGl ve IgG3 pozitif inflamatuar hiicre sayilart ile anlamli esik degerler
bulmak i¢in elde edilen ROC egrisi.

3.7. CD68 ile Tliskili Analiz Sonuclar

AMR ig¢in patoloji rutininde C4d ile birlikte kullanilan ve giincel immiinhistokimyasal
tanisal belirteclerden biri olan CD68 ile kilcal damar liimenlerindeki makrofajlar sayilarak
%10 esik degerde ve iistiindeki degerlerde pozitif hiicre bulunmasi, 6zellikle diisiik dereceli
AMR tanisinda yararli bir arag olarak kabul gérmiistiir. Arastirmamizin temel parametreleri

ile teker teker karsilagtirildiginda, oncelikle C4d’nin herhangi bir oranda pozitiflik oranlari ile
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anlaml (p:0,002) korelasyon gdosterdigi saptanmustir (Sekil 3.7.1). Ancak C4d’nin kategorize
edilmis 3 asamali (negatif, %10’dan az, %10 veya yiiksek) pozitiflik degerleri ile CD68’in
kategorize (negatif, %10°dan az, %10-50 arasinda, %50’den yiiksek) pozitiflik degerleri

arasinda anlamli baginti bulunamamastir.

CD68’in kategorize pozitifligi ile IgG (p:0.02) pozitif endotel hiicresinin varlig
arasindaki iligki, IgG1 (p:0.02) ve IgG3 (p:0.04) pozitif endotel hiicrelerinin %10 esik degere
gore oranlari arasindaki iliski bagintili bulundu (Sekil 3.7.2 ve 3.7.3). IgG3 pozitif endotel

hiicrelerinin sayis1 ile boyle bir baginti istatistiksel olarak kurulamadi.

LSA pozitif olgu grubundaki HLA simiflarina gére CD68 pozitiflik dagilimi C4d ile
paralellik gosteriyordu (Sekil 3.7.4). MFI diizeyi 1000 ve {iizerinde olan grupta CD68
pozitifligi anlamli bir sekilde yiikseklik gosterdi (p:0.003) (Sekil 3.7.5). CD68 ifadesinin DSA
varlig1 veya yoklugu ile korelasyonu gosterilemedi. Ancak HLA smiflarina gore ¢izgisel
dagilimi anlamliya yakindi (p:0.073) (Sekil 3.7.6). Anova tablolarinda, CD68 pozitifligi, IgG1
poztif hiicre sayilar1 ile anlamli bagintili (p:0.026) iken IgG3 pozitif hiicre sayilari ile
anlamliya yakin (p:0.063) birliktelik izlenmistir.

Bar Chart
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Sekil 3.7.1. CD68’in %10 esik degere gore 3 asamal1 kategorize (0,1,2) edilmis pozitifligi ile C4d’nin herhangi

bir oran veya derecedeki immiin pozitifligini karsilastiran bar grafik.
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Sekil 3.7.2. CD68’in %10 esik degere gore kategorizasyonunda pozitifligi ile IgG pozitif endotel hiicresinin

varlig1 arasindaki anlamli iligkiyi gosteren bar grafik (p=.02).
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Sekil 3.7.3. CD68 pozitif makrofaj sayisinin ve IgG1 pozitif endotel hiicrelerinin %10 esik degere gore

pozitiflikleri arasindaki anlamli iligkiyi gosteren bar grafik (p=.04).
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Sekil 3.7.4. LSA pozitif olgu grubundaki HLA simiflarina gére CD68 pozitiflik dagilimini gdsteren bar grafik.
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Sekil 3.7.5. LSA pozitif olgu grubundaki MFI 1000 ve {izeri ve altindaki degerlere sahip gruplarda anlaml

CD68 pozitiflik dagilimini gosteren bar grafik (p=.003).
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Sekil 3.7.6. DSA ve HLA alt siiflarina gére CD68 pozitiflik dagilimini gosteren bar grafik (p=.073).

3.8. ‘Quilty Effect’ Iliskili Analiz Sonuclar

EMB spesmeninde ‘Quilty Effect’ varlig1 ile herhangi bir oranda endotelyal 1gG3
pozitifligi arasinda istatistiksel anlamli (p:0,011) bir iliski oldugu (Sekil 3.8.1), IgG pozitifligi
ile arasinda ise, sinirda bir istatistiksel anlam (p:0.050) oldugu saptandi. Endotelyal

hiicrelerdeki IgG1 pozitifliginin ‘Quilty Effect’ varligi ile iliskisi anlamli bulunmada.
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4. TARTISMA

Kardiyak allogreftin antikor aracili reddi (AMR), patologlar ve klinisyenler igin,
siirlar1 net tanimlanamamis zorlu bir tan1 olmayi siirdiirmektedir. AMR, olumsuz greft
sonuglar1 ve tedavi giicliigii ile de iliskili sinsi bir siirectir. Kalp transplantasyonunda AMR
teshisi ¢esitli faktorler nedeniyle zordur; immiin yanmitin karmasik dogasi, dahil olan
antikorlarin ¢esitliligi ve spesifik teshis belirteclerinin eksikligi bunlardan bazilaridir'®.
Ayrica, AMR tanisi i¢in, hem doku hasarinin histoljik 6zelliklerinin hem de C4d boyamasi
gibi antikor etkilesiminin immiinopatolojik kanitlarinin varligin1 gerektiren spesifik kriterler
arandigindan, biyopsi Orneklerinin histolojik yorumu karmasik olabilir. Dondre 06zgii
antikorlarin saptanmasi ise baska bir zorluk alanidir. DSA'larin varligt AMR igin 6nemli bir
belirtectir, ancak yoklugu AMR varligin1 diglamaz. Dolayisiyla, doku hasari olmaksizin DSA
varhg da AMR'yi dogrulamaz®. Ayrica, DSA tespitine yonelik tahlillerin hassasiyeti ve
ozgilligi degiskenlik gosterebilir. Bu zorluklarin iistesinden gelmek, zamaninda ve dogru bir
tan1 koymak i¢in klinik gozlemleri, laboratuvar testleri, goriintiileme ¢alismalart ve biyopsi
sonuglari ile entegre eden multidisipliner bir yaklasim gerektirir!. DSA'larin ve diger immiin
belirteglerin diizenli olarak izlenmesi de AMR erken teshisi ve yonetimi i¢in ¢ok dnemlidir.
Buna ek olarak, kardiyovaskiiler manyetik rezonans goriintiileme ve pozitron emisyon
tomografisi taramalari gibi invaziv olmayan goriintiileme tekniklerindeki gelismeler, ek
tanisal bilgi saglamaya ve biyopsiye dayali taninin bazi sinirlamalarinin iistesinden gelmeye
yardimc1 olabilir. Gilinlimiizde, AMR'nin anlagilmas1 ve teshisinde ilerleme kaydedilmis olsa
da, hizli, hassas ve kolay uygulanabilen alternatif yaklagimlara hala ihtiya¢ vardir.

Kalp naklinde AMR’nin histopatolojik tanisinda isimlendirme ve derecelendirmenin
standardizasyonu, kalp nakli hastalarina ve patologlara, immiinologlara ve klinisyenlere
cesitli sekillerde fayda saglamaktadir. Ilk olarak, antikor aracili reddin morfolojik ve
immiinopatolojik 6zelliklerini tanimlamak i¢in acik ve tutarli bir dil saglar; bu da zamaninda
miidahale ve tedavi i¢in gerekli olan AMR'in dogru bir sekilde tanimlanmasina ve teshis
edilmesine yardimci olur. Ayrica, AMR'nin diger rejeksiyon tiplerinden ve rejeksiyonla
iliskili olmayan patolojilerden ayirt edilmesine yardimci olarak rejeksiyon siirecinin kesin bir
sekilde karakterize edilmesini saglar. Ikinci olarak, greft disfonksiyonu ve kardiyovaskiiler
mortalite gibi kotii sonuclar acisindan risk altindaki hastalarin belirlenmesine ve uygun
yonetim stratejilerine rehberlik edilmesine yardimeir olur. Ugiincii olarak, antikor aracili
reddin onlenmesi ve tedavisi i¢in kanita dayali kilavuzlarin gelistirilmesini tesvik ederek hasta

sonuglarimi iyilestirebilir ve saglik hizmeti maliyetlerini azaltabilir?”-°.
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EMB, invaziv bir miidahale gerektirmekle birlikte, kalp naklinde akut rejeksiyon tanisi
icin altin standart olmay siirdiirmektedir®. Erken tan1 ve tedavi etkinliginin izlenmesinin yani
sira, uzun vadeli bakimi ve greft kaybinin 6nlenmesi, ayrica risk siniflandirmasi saglamak igin
temel oneme sahiptir. Ancak, yeni tan1 tekniklerinin ve terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesi,
kalp naklinde AMR yo6netimini iyilestirmek i¢in ¢ok onemlidir. AMR'nin erken tespitini ve
izlenmesini gelistirebilecek yeni biyobelirteglerin ve invaziv olmayan goriintiileme
yontemlerinin potansiyelini kesfetmek icin arastirma ¢abalari halen devam etmektedir. Anti-
HLA antikor testleri, Luminex tek antijen boncuklar1 (LSA) ve c¢apraz karsilastirma, kalp
naklinde ameliyat &ncesi ve sonrasi izleme ve tedavi yonetimi igin yararl tekniklerdir'®. Buna
ek olarak, yeni immiinosupresif ajanlarin ve hedefe yonelik biyolojik ilaglarin kullanimi da
dahil olmak iizere, immiin diizenleyici tedavilerdeki gelismeler, AMR'nin daha etkili yonetimi
ve kalp nakli alicilarinda greft kaybi riskinin en aza indirilmesi i¢in umut vaad etmektedir. Bu
yenilik¢i yaklagimlar, alict iizerindeki genel immiin baskilayici yiikii en aza indirirken,
AMR'de rol oynayan altta yatan immiin mekanizmalar1 06zgiil olarak hedeflemeyi
amaglamaktadir. Ayrica, devam etmekte olan klinik ¢aligmalar, segici olarak B-hiicresi ve
plazma hiicresi hedefleyen tedaviler gibi yeni tedavi yontemlerinin AMR yonetimindeki
etkinligini degerlendirmektedir. Bu hedefe yonelik yaklasimlar, kalp nakli sonrasinda AMR
riski tagiyan veya AMR teshisi konulan hastalar i¢in daha 6zel ve etkili tedavi secenekleri
sunma potansiyeline sahiptir. Arastirmalar AMR patogenezi ve potansiyel terapotik hedefler
konusundaki anlayisimizi gelistirmeye devam ettikce, yeni tani ve tedavi yaklasimlarinin
klinik uygulamaya entegrasyonu, kalp nakli alicilarinin sonuglarint ve uzun vadeli
prognozunu 6nemli dlgiide iyilestirme potansiyeline sahiptir.

Merkezimizde uygulanan tedavi protokoliine gore; alicinin nakil oncesi takiplerinde
elde edilen immiinolojik verilere gore, serumda ‘tek antijen tanimlama’ yontemiyle DSA olup
olmadigi, varsa, MFI degerleri saptanan antikorlarla vericinin doku gruplar1 karsilastirilarak
sanal capraz eslestirme yapilmakta ve alicinin risk durumu belirlenmektedir. Yiiksek riskli
bulunan alicilarda nakil beklerken, PF+IVIG+Rituximab iigliisii ile duyarsizlastirma tedavisi
uygulanmakta, diger gruplarda nakil Oncesi herhangi bir immiinsuprresyon
kullanilmamaktadir. Bizim olgu serimizdeki 19 hastadan sadece birinde (8 numarali hasta),
nakil oncesi immiinolojik takiplerinde, MFI diizeyi 10.000 iizerinde seyreden simif I anti-
HLA antikorlar1 saptanmasi nedeniyle, desensitizasyon tedavisi uygulanmistir. Merkezimizde
nakil sonras1 uygulanan immiinsupresyon protokolii, solid organ nakillerinden sonra ¢ogu
nakil merkezinde uygulanmakta olan klasik protokol olup, kisiye 6zel belirlenmis dozlarda,

‘mikofenolat mofetil+Takrolimus+Prednizolon’ {iclii tedavisinden olusmaktadir. Iyi seyirli
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greft kalp alicilarinda nakilden 1 yil sonra prednizolon doz azaltilarak tedavi protokoliinden
cikartilmaktadir.

Protokol biyopsilerinde, histopatolojik olarak hafif dereceli (Grade 1R) ACR tanist
alan hastalar sadece izlenmekte iken, orta ve siddetli derecelerde (Grade 2R veya 3R) ACR
tanisi alan hastalarda, immiin supreyonu giiclendirmek i¢in, ek metil prednizolon dozlariyla
sadece 3 giin siiren bir tedavi verilmektedir. Bu tedavi, tabloya eklenmis AMR bulunmayan

pilir ACR olgularinda genellikle yeterli olmaktadir.

Protokol veya endikasyon biyopsilerinde AMR2 ve AMR3 tanis1 almis olgularda,
plazmaferez ile baslayan ve IVIG ve takiben Rituximab ile devam eden ve toplamda ortalama
10 giin siiren, ti¢lii tedavi secenegi planlanmaktadir. Histopatolojik tani biyopsi sonrasi 24
saat i¢inde alindig1 i¢in, tedaviye baglanmadan once, biyopsi ile senkron hasta serum ornegi
merkezimizin transplantasyon immiinolojisi laboratuvarina gonderilmektedir. Immiinolojik
sonuglar beklenmeden PF ve takiben IVIG tedavisi uygulanmaktadir. Hastanin PRA ve LSA
profilleri, verici doku gruplar1 biliniyorsa DSA profilleri ve MFI diizeyleri belirlendikten
sonra, immiinolojik veriler ve deneyimli bir transplant immiinologu rehberliginde tedavi
yonlendirilmektedir. Ozellikle MFI>7500 saptanan ve plazmaferez ve IVIG tedavisine
direngli seyreden DSA varliginda tedaviye, ek PF+IVIG ve takiben Rituximab ile devam
edilmektedir. Histopatolojik tani pAMRI ise, hasta sadece yakin takibe alinarak senkron
serum Orneginden elde edilecek immiinolojik veriler beklenmektedir. Ayni sekilde, yeni
olusmus pozitif DSA ve 2500 iizerinde MFI diizeyleri bulunmasi halinde, 6zellikle klinik
bulgu varsa, gelismekte olan daha siddetli bir AMR ataginin habercisi erken bulgular olarak
kabul edilerek, 3 doz PF ile tedaviye bagslanir, 10 giin sonra kontrol serum 6rneginde MFI
diizeylerinde azalma yoksa IVIG tedavisine gecilir. Direngen DSA, klinik bulgu veya belirti
varsa tedavi sonrasi kontrol serum Ornekleri alinarak immiinolojik degisikliklere gdre biyopsi
tekrar1 ile tedavi yeniden planlanir veya hasta sadece yakin takibe alinir. Bu asamali
immiinolojik takiplerde amag, alicinin gereksiz immiinsupresyona maruziyetini Onlemek,
invaziv bir yontem olan EMB sayisin1 azaltmak, daha kolay elde edilebilen serum
orneklerinde LSA veya DSA MEFI diizeylerinin tedaviye yanitin1 yakindan goézlemleyerek
tedaviyi yonlendirmektir. Ayrica bu takipler sayesinde, heniiz histopatolojik olarak
saptanabilen doku hasarina neden olmamis ama risk olusturabilecek LSA/DSA artiglarini
kontrol altinda tutarak, uzun vadede greft disfonksiyonuna ve kaybina neden olan CAV gibi

kronik hasarlarin 6niine gegmek miimkiin olabilir.
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Bizim hasta grubumuzda tekrarlayan AMR ve/veya ACR ataklar1 olan 17 hastanin
sadece 5 tanesi 56 ay ile 124 ay arasinda degisen greft sag kalim siireleri ile kaybedilmistir.
Bunlardan birinim &liim nedeni greft kayb1 degil, gecirdigi COVID-19 enfeksiyonu sonucu
gelisen komplikasyonlar olmustur. Calismamiza dahil edilen 19 hastanin greft sag kalim
stiresi ortalama 101,11 ay (maksimum 198 ay, minimum 49 ay) olarak hesaplandi. Calisma
grubunda 6 hasta ve kontrol grubundan 1 hasta olmak iizere toplam 7 hasta, nakil sonrasi
minimum 3 yil maksimum 9 yil i¢inde (median 8 yil) kardiak allogreft vaskiilopatisi
gelistirmisti (Tablo 3.1.1). Allogreft kalp alicilarinda 6zellikle uzun takiplerde AMR, diger
rejeksiyon tiplerine gdre daha kotii sonuglarla dne ¢ikmaktadir®. Greft kalplerde ortalama yari
omriin 1990’1 yillar igin 9,4 y1l oldugu bildirilmistir’. Bizim grubumuzdaki 19 kalp nakil
hastasinin 14’ (%74) hayattaydir ve son kontrole gelis tarihlerine gore ortalama greft sag
kalimi 8,4 yil olarak hesaplandi. Sag kalim hesaplamalari i¢in O6rneklem sayisi yetersiz
olmasina karsin, ¢alisma grubumuzun %84’{inli kronik AMR siirecinde hastalar olusturmasi
da hesaba katildiginda, bu oranlarin basarili bir nakil 6ncesi ve sonrasi yonetimi temsil ettigi

sOylenebilir.

Merkezimizde, greft kalplerde akut rejeksiyon ataklarinin saptanmasina yonelik nakil
sonrasi ¢abalar, greft fonksiyon kaybinin klinik muayeneler ve radyolojik goriintiilemeler ile
izlenmesini, histopatolojik, immiinopatolojik ve serolojik kanitlarin tanimlanmasini igerir.
AMR genel olarak akut hecmeler ile seyretmekle birlikte, klinik bulgu vermeden sinsi bir
seyir izleyebilmektedir. Bu nedenle, kalp nakil hastalarindan, belirli bir protokol dahilinde,
rutin izlem i¢in, nakil sonrast endomiyokardial biyopsiler alinmaktadir. Ancak rejeksiyon
yoniinden siipheli klinik belirti veya bulgu varsa ek olarak endikasyon biyopsileri de
almmaktadir. Yillar i¢inde, her bir kalp nakil hastasindan alinmis onlarca EMB 06rnekleri
rejeksiyon yoniinden degerlendirilerek rapor edildikten sonra parafin bloklar ve rutin
boyamalar1 yapilmis hazir preparatlar halinde hastanemizin patoloji laboratuvarinda
arsivlenmektedir. Kalp nakli sonrasi ilk protokol biyopsisi ilk 2 hafta i¢inde yapilir. Sonraki
biyopsi protokolleri merkezler arasinda farklilik gdsterir. Bizim merkezimizde yakin ge¢cmise
kadar uygulanmakta olan EMB protokolii, ilk 1 ay i¢inde iki biyopsi ve sorun bulunmamasi
halinde, takip eden ikinci, {igiincii, altinci, dokuzuncu ve onikinci aylarda birer biyopsi, daha
sonra yilda bir biyopsi seklinde planlanmaktaydi'>. Son yillarda tekrarlayan biyopsilere ikincil
gelisen subendokardial fibrozis ile karakterli skar olusumunun daha sonraki biyopsilerde tani
giicliikleri yaratmasi ve nadir de olsa islem sirasinda olusabilecek klinik komplikasyonlari

azaltmak amaciyla bu sayilar yariya diisiiriilecek sekilde protokol biyopsileri daha seyrek
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planlanmaktadir. Ek olarak, alicida bazi klinik belirtilerin olmasi (nefes darligi, ¢arpinti,
sistemik enfeksiyon belirtileri gibi) veya rutin klinik kontroller sirasinda hemodinamik
bozukluk veya ritm bozuklugu saptanmasi durumunda endikasyon biyopsileri alinmaktadir.
Merkezimizde, sag internal juguler ven veya sag femoral ven araciligiyla sag ventrikiile
girilerek interventrikiiler septumdan ortalama 5 adet endomiyokardial doku Ornegi
alinmaktadir. Bu Ornekler bazen tamamen yag dokudan veya subendokardial fibroz bag
dokudan olugmaktadir. Tanisal olarak kabul edilen spesmenlerin miyokard: temsil eden en az
2 ornek igermesi beklenmektedir. Patoloji laboratuvarma taze olarak yollanan bu EMB
ornekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in rutin boyamalar ve immiinhistokimyasal ¢aligsmalar

ile degerlendirilmekte, ayrica immiinfloresan incelemeler yapilmaktadir.

Calismamiza dahil edilen EMB’lerin ¢ogunlugunu protokol biyopsileri veya tedavi
kontrolii i¢in alinmis biyopsiler olusturdu. Olgularimizin %45,1’inde klinik bulgu ve/veya
belirti vardi, %1,1’inde sadece klinik siiphe vardi, %53,8’inde ise klinik belirti veya bulgu
yoktu. Olgularin senkron transtorasik ekokardiografisine gore, hemodinamik bozukluk
takibinde giivenilir bir 6l¢iit olarak kullanilmakta olan sol ventrikiiler ejeksiyon fraksiyonu
(LVEF) olgularin %72,5’inde %50 ve {lizeri, yani kabul edilebilir sinirlarda iken, %18,7’si
%40 -49 arasinda ve %38,8’1 ise, %40’dan az olmak {izere, belirgin diisiisler gostermisti.
Ancak bu grupta 19 hastanin 7’sinin (%37) klinik ve anjiografik (>%?20 koroner stenozis)
olarak saptanmig CAV gelistirmis olmasi, hatta bunlardan birinin (16 numarali hasta) nakil
sonras1 6. yilia kadar protokol biyopsilerinde hi¢ rejeksiyon tanis1 almamis olmasi dikkat
cekicidir (Tablo 3.1.1). Bu hastaya ait son biyopsi spesmeninde sadece histomorfolojik
stipheli reaktif endotelyal degisiklikler ve hafif siddette kapillerit bulgular1 saptanmasi sonucu
bu hastanin “hafif siddette AMR [pAMRI1y]” tanisi ile izlenmis olmasi, histopatolojik
degerlendirmelerin ~ tuzaklarim1  vurgulamasi  agisindan ~ 6nemli  bir  bulgudur.
Immiinhistokimyasal bulgu vermeyen bu olgulari, akut rejeksiyon ataklarinin greft dokuda
yamasal tutulum egilimi gdstermesi ve EMB’lerin temsiliyet smirliligi ile agiklayabiliriz. Iste
bu olgularda yapilacak erken ve diizenli DSA takipleri, daha sonra gelismesi muhtemel

siddetli rejeksiyonlarin veya CAV gelisiminin habercisi olarak islevsel olabilir®.

Iyi bir nakil kalp takibinin immiinolojik ¢aligmalar rehberliginde yapilmasi esastir’.
Glinlimiizde, kalp nakil merkezlerinde, dolasimdaki antikorlar1 saptamak ic¢in kullanilan en
yaygin yontem, bizim merkezimizde kullanilmakta olan LUMINEX tir'®>. AMR tanis1 igin,
gerekli olmasi durumunda immiinolojik testlerde kullanilmak {izere, biyopsi ile senkron

serum Ornekleri alinmasi ve saklanmasi Onerilmektedir'”. Hiicre bazli ve solid faz
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analizlerinin her ikisi de dolasimdaki antikoru belirlemek ve oOl¢mek i¢in kullanilir.
Merkezimizde kullanilmakta olan solid faz antikor tespit analizleri (SPA) olduk¢a hassas ve
ozgiildiir; tespit edilen antikorlarin spesifikligini ve giiciinii belirlemede ¢ok basarilidir!”.
Genellikle HLA'ya 6zgii antikorun tespit edilip edilemeyecegini belirlemek i¢in baslangicta
en hassas test kullanilir. Akis tarama boncuklari, simif I ve smif II boncuklarla saptanan
baglanma yiizdesini tanimlamak icin kullanilir. Antikorlarin 6zgiilliigli SPA tek antijeni veya
fenotip boncuklar1 tarafindan belirlenir. Antikorlarin baglanma giiciinii bildirmek i¢in standart
floresan yogunlugu veya ortalama floresan yogunlugu (MFI) kullanilmaktadir. Hiicre bazh
analizler, DSA reaktivitesini belirlemek icin kullanilan hem kompleman bagimh

sitotoksisiteyi (CDC) hem de akis sitometrisi ¢apraz karsilagtirmalarini igerir.

Solid organ nakli alicilarinin nakil sonrasi antikor durumunu izlemis bazi
caligmalarda, nakil oncesi duyarli oldugu bilinen alicilarda, nakil sonrasi de-novo DSA
gelisme olasiligr daha yiiksek bulunmustur. Bu antikorlarin ¢cogu ilk 60 gilinde ortaya ¢ikar;
dolayisiyla bu donemdeki izlemler kritik oneme sahiptir. Bu zamandan sonra de-novo
DSA'larin gelisimi siklikla HLA smif-II'ye yoneliktir ve bu antikorlar gelecekteki AMR
ataklarindan, kronik allograft disfonksiyonu gelisiminden ve greft kaybindan sorumlu
tutulmaktadirlar®. Ancak, son calismalar, HLA simif-1 veya II’ye yonelik DSA varliginin, tek
basina patolojik AMR'yi teshis etmek igin yetersiz kaldigim bildirmektedir*®. Ote yandan,
AMR tanisinda immiinolojik testler ile saptanan DSA varliginin bir kriter olarak kullanimi
merkezler arasinda 6nemli farkliliklar gostermektedir. Cogu merkez, AMR tani kriteri olarak
greft kalbin fonksiyon bozuklugunu esas almaktadir'®. Ancak bu yéntem, erken tan1 ve kronik

stireci onleme firsatt vermemesi nedeniyle tartigmalidir.

2010 AMR Konsensiis Konferansi, nakil kalplerde AMR'nin daha iyi anlagilmasi i¢in
klinisyenleri, patologlari ve immiinologlar1 bir araya getirdi. Bu konferansin en onemli
sonuglarindan biri, kardiyak fonksiyon bozuklugu olmayan, biyopsi ile kanitlanmis AMR
tanilarin1 gosteren son yayinlar nedeniyle, kardiyak fonksiyon bozuklugu ve/veya dolasimdaki
DSA varligi ile yapilan klinik bir tanimlamanin artik yeterli olmadigina inanilmasiydi.
Ayrica, rejeksiyon ataklari sirasinda, dolasan antikorlarin dondriin kalbinde dokuya yapigmis
halde olabileceginden, DSA’nin AMR epizodlar1 sirasinda her zaman dolasimda tespit
edilemedigi de kaydedildi. Bu konferansta, yeni bir patolojik AMR (pAMR) derecelendirme
olgegi oOnerildi'®. Ancak, pAMR-1 tanisi ve takibindeki kriterler hala yoruma ¢ok agiktir.

2009°da gerceklestirilen 10. Banff konferansinin kalp oturumunda, miyokarddaki C4d

ve C3d icin immiinhistokimyasal boyamalarda merkezler arasinda ¢ok 1iyi bir
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tekrarlanabilirlik oldugu vurgulanmis ve son yayinlarda bildirilen immiinoglobulinler gibi
duyarliligt ve Ozgiilliigii disik olan immiin boyalarin kullaniomindan kaginilmasi
onerilmistir'’. Ancak, bizim merkezimiz de dahil, birgok nakil merkezi, tanisal patoloji
rutininde, dondurulmus taze dokuda immiinfléresan mikroskobik incelemelerde, miyokardin
mikrovaskiiler catisinda kompleman faktorlerine eslik eden immiinglobulin pozitifliklerini

ikincil tanisal belirtegler olarak kullanmaktadirlar®-°.

Biz bu tez ¢alismasi ile, hem AMR patogenezindeki mekanizmalarin bir kismina 151k
tutmayr hem de rutin tanisal patolojide kullanilabilir yeni histomorfolojik ve
immiinhistokimyasal belirtecler bulmay1 hedefledik. Patogenezde aydinlatilan her karanlik
odak potansiyel tanisal ve terapotik hedefleri de yaratabilecegi inanciyla, patoloji rutin
uygulamalarinda, nakil kalplerden alinmis EMB’leri degerlendirirken en ¢ok tanisal sorun
yasadigimiz hasta grubuna odaklandik. Tekrarlayan sinsi seyirli AMR ataklarinin kisa ve
uzun vadede greft kalplerde yarattig1 yikici hasarlar1 nlemek i¢in erken taniya yardimci
olabilecek yararli potansiyel belirtecler olarak plazma hiicreleri ve immiinglobulin profilinin
AMR deki rolii iizerinde odaklandik. ki asamali bir calisma vyiiriittiik. Oncelikle, tekrarlayici
antijen maruziyetlerinde immiin modiilatér gorevi ile 6ne ¢ikan ve inflamatuar reaksiyonlarda
dengeleyici oldugu ileri siiriilen IgG4 alt smifinin, AMR’de sessiz klinik ve giiriiltiisiiz
histomorfolojik 6zelliklerden sorumlu olabilecegini diisiindiik. IgG4 grubu antikorlarin, nakil
kalplerde, AMR ataklarindaki roliinii belirlemeye yonelik bir 6n c¢alisma yaptik. Bu
retrospektif ¢alismada, patoloji rutin uygulamalarinda kullandigimiz immiin belirteglere (C4d,
CD68, HLA-DR, CD31) ek olarak IgG ve IgG4 pozitif hiicreleri belirlemek i¢in immiin-
belirtegler kullandik. Kiiglik bir hasta grubunu kapsayan kontrollii immiinhistokimyasal
caligmalarda degerlendirilen biyopsi spesmenlerinde IgG4 pozitif tek bir hiicre varligi
gosteremedik. Ancak 151k mikroskobik degerlendirmelerde, dokuda yine immiinhistokimyasal
yontemlerle belirledigimiz IgG pozitif hiicre sayilarinin, eszamanli serum Orneklerinde
saptanan DSA MFI diizeyleri ile yakm iliskili oldugunu gozlemledik*’. Boylece, daha genis
nakil kalp hasta gruplarinda, EMB’lerde diger IgG alt smiflar1 ile calismay: planladik.
Ekonomik smirliliklar nedeniyle immiin-tetikleyici (proenflamatuar) rolleri bilinen sadece
IgG’nin iki alt grubuna ait, IgG1 ve IgG3 pozitif hiicreleri aramak i¢in immiin-belirtecler
kullandik. Bu kez c¢alismaya patoloji rutin uygulamalarinda genel plazma hiicre belirteci
olarak kullanilan bir bagka belirteg, CD138 de eklendi. Ciinkii 6n ¢alismamizda IgG immiin
belirtecinin, sadece plazma hiicrelerinde ifade edilmedigini, endotel hiicreleri veya diger

mononiikleer enflamatuvar hiicre yiizeylerinde de ifade edildigini gézlemledik. Bu nedenle

61



dokudaki plazma hiicre sikligin1 tespit etmek i¢in daha 6zgiin bir belirte¢ gerekliydi. Boylece,
hem plazma hiicrelerinin endomiyokardial dokuda ne siklikta ve hangi durumlarda karsimiza
ciktigini gormek, hem de IgG ve alt tiplerinin ifade edildigi tiim hiicrelerin sikligin1 kantitatif
degerlendirmek miimkiin olacakti. Tiim bu belirtecler ile immiin boyamalar yapildiktan sonra
yiizlerce kesitin tiim alanlarini tarayarak pozitif hiicrelerin en yogun oldugu odaklarda hiicre
saymak oldukg¢a zahmetli bir siireci getirecegi i¢in, merkezimizde kullanimda olan bir yapay
zeka programindan yararlanabilecegimizi umarak tiim kesitler dijital ortamda kaydedildi.
Ancak, bizim kullandigimiz tiim belirtecler sitoplazmik ve/veya niikleer boyanma gosterdigi
icin, sayma denemelerinde programin basarisiz kaldigi farkedilerek bu uygulamadan
vazgecildi. Tiim kesitler tek bir deneyimli patolog tarafindan 151k mikroskobik inceleme ile
klasik yontemle degerlendirilerek, en yogun odaktaki pozitif hiicre sayilar1 kaydedildi.

Klinik bulgu olmayan protokol biyopsilerinde, C4d veya CD68 immiinbelirtegleri ile
beklenen diizeylerde pozitiflik elde edilemediginde, sadece histomorfolojik bulgulara
dayanarak, rejeksiyon yok (EK 3: Resim 1) veya AMR1y var (EK 3: Resim 2) karar1 vermek
veya disik oranlt (<%10) C4d (EK 3: Resim 3) ve/veya CD68 (EK 3: Resim 4)
pozitifliklerine ragmen AMR?2 tanis1 vermek farkli tedavi yaklasimlarina neden olmaktadir.
Genellikle patolog alicinin son LSA/DSA durumunu bilmeksizin 24 saat i¢inde bir karar
vermek zorunda kalir. Iste patoloji rutininde greft kalplerde EMB degerlendirmesinde patolog
i¢in en 6nemli zorluk budur. Ozellikle nakil sonrasi ilk ayda bu karar ¢ok daha énem arz eder.
Clinkii, bu kalplerde ciddi doku hasarina neden olmadan erken rejeksiyon atagini durdurmak,
bdylece kronik immiinolojik siirecglerin tetiklenmesini 6nlemek miimkiin olabilmektedir. Bu
noktada ikincil immiin belirte¢lerden yardim beklenmektedir; immiinfloresan teknigi ile
boyamalarda IgG, IgM, IgA veya kompleman birikimlerinin aranmasi ya da HLA-DR, CD31
veya CD34 gibi endotelyal immiin belirtecler ile endotel hasarini vurgulamak bunlarin
bazilaridir’®. Merkezimizde de basvurdugumuz bu ydntemlerin yetersizligini rutin
uygulamalarimizda gdzlemlemekteyiz. Ozellikle immiinfloresan uygulamalarinda saptanan
immiinglobulin depolanmalarinin sensitivitesinin diisiik oldugu bu c¢alismamizin da
gozlemlerindendi; 91 olguluk seride, 75 rejeksiyon tanili olgumuzun sadece 6’sinda C3c veya
IgM ile anlaml pozitiflik saptanmisti. Bunlarin timii siddetli piir AMR veya siddetli miks
AMR+ACR olgulartydi. Diger bir deyisle, immiinfléresan boyamalar, daha ¢ok Ig veya
kompleman depolanmasinin siddetli oldugu rejeksiyon ataklarin1 vurguluyordu. Endotelyal
immiin belirteclerin degerlendirmesi ise, kantitatif kriterlere dayali olmadig: icin, deneyimli
patologlar arasinda dahi yorum farkliliklarina neden olmaktadir. Bu nedenle, EMB’lerde,

miyokardial interstisyumda veya subendokardial alanlarda veya kapiller liimenlerinde ve hatta
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“Quilty effect” lezyonlar1 igindeki plazma hiicre varliginin aranmasi ve/veya miyokardiyal
endotelde IgG depolanmalarimin ve IgG alt smiflarinin profilinin immiinhistokimyasal

belirtecler ile gdsterilmesi, ikincil yardimer araglar olabilir.

Patologlar icin, hafif veya siddetli derecelerde olsun, akut T hiicre aracili rejeksiyonlar
(ACR), antikor aracili rejeksiyon gruplarina gore daha agik ve taninabilir histomorfolojik
bulgular sunar (EK 3: Resim 5 ve 6). Ancak, siddetli AMR veya ACR olgularinda tanm
giicliigii yaratan faktorler, her ikisinin tan1 kriterlerinin biiylik oranda ortiismesi, yalanct C4d
pozitifliginin siddetli doku hasarina bagli olarak daha olas1 hale gelmesi ya da kapiller
yikimina bagli, C4d ile beklenen c¢izgisel boyanmanin olmamasi (EK 3: Resim 7) ve CD68
pozitif makrofajlarin interstisyel alanda da bulunmasinin (EK 3: Resim 8) yaratacagi
degerlendirme giigliikkleridir. Bu durumlarda histomorfolojik bulgulara ek olarak,
mikrosirkiilasyondaki makrofajlarin yam1 sira IgG, IgGl veya IgG3 pozitif inflamatuar
hiicrelerin ve/veya endotel hiicrelerinin varligimin gosterilmesi ve hatta CD138 immiin
belirteci ile plazma hiicre varliginin gosterilmesi (EK 3: Resim 9,10,11,12) ACR’ye eslik
eden AMR’yi tanimak i¢in destekleyici bir morfolojik katki sunabilir. Tedavi planinin
degistirilmesini gerektiren bu durumlarda, agir greft hasarinin ve kroniklesme siirecinin 6niine
geemek icin, plir ACR-3 ile siddetli ‘miks ACR+AMR’ ayiric1 tanist 6zel bir oneme sahiptir.
Antikor aracili rejeksiyon gruplart i¢inde ise, histopatolojik olarak en zor taninan AMRI1
grubudur. Histomorfolojik bulgular1 netlesmemis hafif dereceli AMR’leri tanimlarken, sadece
immiinhistokimyasal belirte¢lerin (C4d ve CD68) sonuglarina gore karar vermekteyiz. ISHLT
2013 kriterlerine gore, bu olgulart AMR-1(i) olarak tanimlamaktay1z*°. Histopatolojik tanisal
rutinde nakil kalplerin EMB’lerinde en sik karsilasilan sorunlardan bir digeri, ‘Quilty effect’
(yorgan etkisi) olarak tanimlanan subendokardial nodiiler lenfoid topluluklarin varligidir (EK
3: Resim 13). Kendi kapiller yatagin1 yapmis nodiil tarzinda organize olmus bu lenfoid hiicre
topluluklarim1 tanimak ve dogru yorumlamak patolog i¢in zaman zaman zorluk yaratir.
Ciinkii, ACR ataklarinin miyokarda uzanan lenfosit aktivasyonundan giiniimiizde masum
kabul edilen bu lezyonlar1 ayirt etmek, dokunun kesit yiizliniin oryantasyonuna da bagh
olarak gii¢ olabilir. Ge¢miste, baz1 yazarlar bu lezyonlari, miyokarda uzanim gdstersin ya da
gostermesin, "Quilty” etkisi olarak tanimladilar ve genis olgu serilerinde siddetli akut
rejeksiyonlarla birliktelik gosterdiklerini bildirdiler. Hem ‘Quilty lezyon’ i¢inde, hem de akut
rejeksiyonda miyokardial lifleri tutan enflamatuar infiltratta T lenfositlerin baskinligini
gosterdiler ve akut rejeksiyonun bir tezahiirii oldugu sonucuna vardilar*®. Siklosporin A'nin

immiinsupresyon icin kullanilmasindan once ‘Quilty etkisi’ gozlenmemisti ve “Quilty”
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etkisinin kalp dokusunda siklosporin A'nin toksik etkisine veya tetikledigi immiinolojik
reaksiyonlara bagli oldugu 6ne siiriilse de, bu veriler “Quilty” etkisinin siklosporin A'nin
endokardiyal varligmin azalmasiyla iliskili oldugunu, bunun da genellikle klinik olarak
anlamli olmayan, smirlanmis endokardial rejeksiyon oldugu ileri siiriildi*’. Bizim
caligmamizda, tan1 gruplariyla “Quilty” lezyon arasinda anlamli bir iliskisi gdsterilememekle
birlikte, kronik siirecli hastalarin biyopsi spesmenlerinin ¢ogunda karsimiza ¢ikti.
Calismamizda kullandigimiz immiin belirteclerden sadece I1gG3 endotel pozitifligi ile iliskisi
gosterilebildi; “Quilty” lezyon olmayan olgularda daha yiiksek oranlarda endotelyal
hiicrelerde IgG3 ifade edilmisti. Bu sonug, IgG3 pozitiflik oranlariin ACR olgularindaki
yiikselisi ile iligkili olabilir. Buradan dolayli olarak, “Quilty” etkisinin agirlikli olarak AMR

olgularina eslik ettigi ¢ikarimi yapilabilir.

Calismamizdaki gézlemlerimize gore, dokuda rejeksiyon yok dedigimiz olgularin bir
kisminda serumda LSA veya DSA varligini sinsice siirdiiriiyordu. CD138 pozitif plazma
hiicreleri  ve IgG pozitif enflamatuar hiicreler ise sadece AMR tanili Orneklerde pik
yapiyordu, plazma hiicrelerinin sayist ACR tanili 6rneklerde yeniden biraz yiikseliyordu.
Ayrica, CD68’in %10 ve tizerindeki pozitifligi ile IgG, IgGl ve IgG3 pozitif endotel
hiicresinin varlig1r veya %10 ve iizeri pozitifligi anlaml iliski gosteriyordu (Sekil 3.7.2 ve
3.7.3). Bu bulgular, tanisal patoloji rutininde, AMR olgularinda, yamasal tutuluma bagh
olusabilen, C4d ve CD68 yalanci negatifligi sorununu asmak i¢in, CD138, IgG, IgG1 veya
IgG3 immiin boyamalarinin yardimci belirtecler olabilecegini diislindiirmiistiir. Ayrica,
endotelde IgG1 (p:0.072) ve IgG3 (p:0.000) pozitif hiicre oranlarinin %10 ve iizerinde olmast
ile herhangi bir tipte ve derecede rejeksiyon bulunmasi arasinda anlamli istatistiksel iligki
saptandi. Bu durumda, endotel hiicrelerinde saptanan IgG1 ve IgG3 depolanmasi, dokuya
yapismis DSA’lar1 daha 6zgiil olarak temsil ediyor olabilir.

Elde edilen genel verilerin 15181nda, uzun takipli iki hastaya ait biyopsi spesmenleri
mercek altina alindiginda; hasta bazinda zamana dayali klinik, immiinolojik ve histopatolojik
veriler birlikte degerlendirildiginde ulastigimiz sonuglar beklentimizin {lizerindeydi. Bu
hastalardan ilki (9 numarali) 21 EMB ve senkron serum ornekleri ile 149 ay izlenmis, bu
stirecte tekrarlayan cok sayida cesitli derecelerde AMR ataklar1 ve nakil sonrasi ilk 9. yilda
CAYV gelistirmistir. Dondriine ait detayli anti-HLA antikor profiline ulasilamadig1 i¢in hasta,
LSA HLA alt gruplar esas alinarak, MFI diizeyleri ile diizenli yakin takipte kalmistir. Bu
hastanin AMR tanis1 aldig1 6 farkli tarihteki LSA MFI diizeyleri zamana bagl olarak ve
tedavi durumu da dikkate alinarak, IgGl ve IgG3 pozitif hiicre sikligi ydniinden
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degerlendirildiginde, IgG1 ve IgG3 pozitif inflamatuvar hiicre sayilar1 ile hem LSA varligi
hem de MFI diizeyleri anlamli bir korelasyon gosteriyordu (Sekil 3.3.4). Hasta bazinda analiz
edilen diger hastamiz (11 numarali), 83 ay izlenmis, yine kronik seyirli stk AMR ve/veya
ACR ataklar1 gecgirmis, 13 adet EMB ve senkron serum ornekleri ile izlenmistir. Dondriine ait
detayli anti-HLA antikor profiline ulasildig1 i¢cin DSA HLA alt gruplar1 esas alinarak, MFI
diizeyleri ile diizenli yakin takipte kalmistir. Bu hastanin, dokularinda ¢esitli derecelerde
‘miks ACR+AMR’ tanist aldig 8 farkli tarihteki DSA MFI diizeyleri zamana bagli olarak ve
tedavi durumu da dikkate alinarak, IgGl ve IgG3 pozitif hiicre sikligi yoniinden
degerlendirildiginde, IgG1 ve IgG3 pozitif inflamatuvar hiicre sayilar1 ile hem DSA’nin
varlig1 hem de MFI diizeyleri anlaml1 bir korelasyon gosteriyordu (Sekil 3.3.5).

AMR ig¢in bilinen risk faktorlerinin (serumda LSA, DSA ve dokuda C4d pozitifligi)
klinik belirti, bulgu veya hemodinamik bozukluk (diisiik LVEF) ile iligkilerine bakildiginda,
sadece dokuda C4d pozitifligi ile istatistiksel anlamlilik saptandi. Miyokardial kapiller
duvarlarinda C4d pozitiflik oraninin %10 ve iizerinde olmasi ile diisik LVEF (%50’nin
altindaki) diizeyleri arasinda anlamli bir bagint1 saptandi (p:0.013). Serumda LSA veya DSA
varligi, klinik gruplara (belirti veya bulgu olan, olmayan ve siipheli) gore veya LVEF
diizeyleri ile anlaml iliski gdstermedi. Klinik gruplarin dokuda herhangi bir oranda C4d
pozitifligi bulunmasi ile bagintisi istatistiksel olarak sinirda anlamli bulundu (p:0.053) (Sekil
3.5.11). Kisaca, dokuda herhangi bir derecede C4d pozitifliginin bulunmasi dahi klinik bulgu
veren rejeksiyon bulunma riskine isaret ediyordu.

ISHLT 2013 AMR tam kriterlerinde, immiinhistokimyasal boyamalarda, C4d ile
perimiyositik kapillerlerin %50’den fazlasinda yani yaygin veya multifokal depolanma pozitif
olarak degerlendirilmistir®®. %10 ile 50 arasindaki oranlarda odaksal (fokal) boyanmalar da
anlamsiz kabul edilmis, sadece kuvvetli fokal boyanmalarda yakin DSA takipleri i¢in
klinisyenin uyarilmast Onerilmistir. Bizim gilinliik tanisal patoloji rutinlerimizdeki
gozlemlerimize gore, Ozellikle CD68 genel makrofaj belirteci ile de vurgulanan
mikrosirkiilatuar enflamasyon ile fokal C4d pozitifliklerinin, hatta %10’un altinda kalan
pozitiflik oranlarinin, birliktelikleri sik¢a karsilasilan bir c¢eligkili durum olmay1
stirdiirmektedir. Nakil bobreklerde, AMR tanisi i¢in konulan C4d pozitiflik oranlar1 zamanla
kiigiiltillerek giiniimiizde C4d negatif AMR tanis1 kabul gérmiis durumdadir’!. Bu
gozlemimizden yola cikarak, merkezimizde 80 kalp nakil hastasinin 818 EMB’den olusan
genis bir olgu serisiyle yaptigimiz bir ¢alismada, %10’un altindaki zayif kapiller
pozitifliklerinin dahi DSA pozitifligi ile korele oldugunu, klinik ve EMB negatif kronik

seyirli AMR tanisinda ve izleminde anlamli bir bulgu olabilecegini gostermistik. 2018°de
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diizenlenen 27. TTS uluslararas1 kongrede sozel bildiri olarak sundugumuz bu calismamiz
heniiz yayimlanmamigtir. Bu son caligmamizda da C4d pozitifligini, ISHLT 2013
onerilerinden farkli olarak; negatif, 1+ (<%10) ve 2+ (>=%10) olarak skorladik. Elde edilen
sonuglar, dokuda perimiyositik kapiller duvarlarinda izlenen C4d’nin herhangi bir derecedeki
immiin pozitifligi yine serumdaki DSA veya LSA varligi ile oldukca anlamli bir sekilde
iliskiliydi (Sekil 3.5.2). Ayrica, miyokardial kapiller duvarlarinda saptanan %10 ve tlizerindeki
C4d depolanmalarinin greft disfonksiyonu ile anlamli iligki gostermesi bu skorlamanin
etkinligini vurgulamistir. Calismamizda CD68 pozitiflik oranlar1 ISHLT 2013 kriterleri ile
uyumlu skorlanmis, %10 ve lizeri oranlarda intrakapiller makrofaj siklig1 pozitif kabul
edilmistir. Bu skorlamaya gore, LSA pozitif olgu grubundaki HLA simiflarina gore CD68
pozitiflik dagilimi C4d ile paralellik gosteriyordu (Sekil 3.7.4). Ayrica, CD68 pozitif
makrofaj ylizde oranlarin 6ncelikle C4d’nin herhangi bir oranda pozitiflik gdstermesi ile
anlaml (p:0,002) korelasyon gostermekteydi. Ote yandan MFI diizeyi 1000 ve iizerinde olan
olgu grubunda CD68 pozitifligi anlamli bir sekilde yiiksekti (p:0,003) (Sekil 3.7.5). Tiim bu
bulgulardan ¢ikarimimiz, C4d’nin %10’un altinda kalan oranlardaki pozitifliginin dahi
DSA/LSA varliginin histomorfolojik yansimasi olabilecegi, hatta sinsi seyirli kronik AMR ile
iligkili olabilecegi yoniindeydi. Bu sonuclar daha 6nceki ¢aligma sonuglarimizi da destekler

nitelikteydi.

Greft kalplerde C4d ve CD68 immiin pozitifliklerinin ISHLT 2013 kriterlerine gore
kategorizasyonlarinin AMR tanisinda kullanighlig: tartismaya agiktir. Tedavi gerektiren AMR
kategorizasyonunda da belirsizlikler stirmektedir. Bizim ¢alismamiz gosterdi ki, AMR tanist
icin yeterli kabul edilmeyen %10’un altindaki C4d immiin pozitiflikleri tan1 ve risk
gruplariyla anlamli istatistiksel iligkiler gosterdi. Ancak, hasta profilimizin énemli kisminin
kronik seyir gosteriyor olmast goz Oniinde tutuldugunda, diisiik oranlardaki C4d
pozitifliklerinin kronik AMR siirecini yansitiyor olabilecegi diislinlildii. Tiim solid organ
nakillerinde oldugu gibi, miyokardial dokuda akut rejeksiyonlarin yamasal ve fokal tutulum
gosterme egiliminin yalanci immiin ve/veya morfolojik negatifliklere neden olabilecegi
aciktir. Bu nedenle, nakil bobreklerde oldugu gibi, nakil kalplerde AMR tanisinda fokal C4d
immiin pozitifliklerin de dikkate alinmasi, bu konudaki ¢aligsma verilerinin toplanmasi sonucu,

yakin gelecekte giindeme gelebilir kanaatindeyiz.

Bizim olgu serimizde, rejeksiyon olan ve olmayan vakalar arasinda DSA degerlerinde
anlamli bir farklilik oldugu goriildi (t (35) = -2.95, p =0 .006). LSA pozitifligi rejeksiyon
olmayan olgularda DSA pozitifliginden daha sik saptandi. Beklendigi gibi, DSA
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pozitifliginin, rejeksiyonlarla birlikteligi LSA’ya gore daha yiiksek olasiligi isaret ediyordu.
Bu bulgu ¢aligma grubumuzdaki risk gruplarmin tutarliligini ve bagintisin1 géstermek adina
anlamliydi. Senkron serumunda LSA bakilmig 42 olgu, LSA pozitifligi, HLA siniflarina gore
ve tedavi durumuna gore 7 grupta smiflandirildiginda, muhtemelen gruplardaki olgu sayilar
kii¢iik oldugundan gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmamistir. Ancak tedavi
gruplarinda, dokudaki C4d pozitifliginin serumda direngen HLA sinif-II LSA pozitifliklerine
daha ¢ok eslik ettigi, piir HLA smif-I LSA pozitif grupta C4d pozitif olgu bulunmadigi
dikkati ¢ekti (Sekil 3.5.4). Ayrica, CAV gelistirmis hasta grubuna ait 43 olgunun serum DSA
durumu bilinen 17’sinin tiimiinde HLA siif-II antikorlar, pilir veya HLA simif-I antikorlar ile
birlikte bulunmaktaydi. Buna karsin CAV gelistirmemis grupta ise DSA durumu bilinen 20
olgunun 15’inde HLA simif-II antikorlar (piir veya HLA siif-I ile birlikte) bulunmaktaydi.
Bu sonuglar olgu serimizin ortalama greft sag kalim siiresinin uzun (8,4 yil) olmasi ve
cogunlugunu kronik seyirli hastalarin biyopsilerinin olusturmasi ve de-novo gelismis HLA
smif-Il antikorlarin daha ¢ok kronik AMR siirecinden sorumlu tutulmast ile
iliskilendirilebilir®’. Tedavi iliskili analizlerde goriildii ki, AMR tedavisini takip eden ilk 1
yillik siirede tedavi etkinligini korumaktaydi. Tedaviye en diren¢li gdziiken antikor grubu
HLA smf-I ve simif-1I birlikteligi oldu. Endotelyal IgG ve IgGlpozitifligi ile en yakin iligkili
gozlenen antikor grubu yine HLA sinif-1I (HLA sinif-I ile birlikte veya piir) oldu.

Loupy ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, kalp nakil hastalarinin, nakilden 7 yil
veya daha uzun siire sonra olusmus sakin klinik seyirli ACR-2R/3R ataklart mercek altina
alinmis; ¢alisma grubunun %60’ 1nda mikrosirkiilatuvar enflamasyon bulgulari, %55’inde C4d
pozitifligi ve %64’tiinde DSA pozitifligi (MFI= 1751+/-583) oldugu bildirilmistir. “Cok geg
rejeksiyon” olarak adlandirdiklar1 bu tablonun sonuglarinin kontrol grubuna gore daha kot

2l Bizim calisma

oldugu ve CAV gelisim riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir
grubumuzun %35,2’sini miks ACR+AMR olgulari olusturdu. Bunlarin ¢ogu diisiik dereceli
ve klinik bulgu vermeyen rejeksiyonlardi ve %37’sinde nakil sonrasi 3 ile 9 yil arasinda
degisen (median 8 yil) siireler sonunda CAV gelisimi saptandi. Bu sonuglar, ¢cok gec gelismis
sessiz rejeksiyonlarin dnemli kismimin miks ACR+AMR olgular1 oldugunu ve uzun vadede
hi¢ de masum olmadiklarini vurgulamaktadir.

Tan1 gruplan IgG, IgG1 ve IgG3 pozitif mononiikleer enflamatuar hiicre sayilarina
gore karsilastirildiginda, sadece IgG1 pozitif hiicre sayisi istatistiksel olarak anlamli bir fark
gosterdi; ACR-2R ve ACR-3R olgularinda daha yiiksek siklikta [gG1+ enflamatuar hiicre

tespit edildi (p<0.05). Diger parametrelerde tan1 gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi. Bu

tablolarda dikkat ¢ekici olan, histopatolojik olarak ‘rejeksiyon yok’ tanisi almis olgularda
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IgG3 pozitif hiicre saptanmamasiydi1 (Tablo 3.2.1). Ote yandan, senkron serumlarinda sinif-I
ve/veya smif-II DSA saptanmig 37 hasta ile DSA negatif 25 hasta kapiller endotel
hiicrelerinde herhangi bir orandaki IgG, IgGl ve IgG3 pozitifligi yoniinden
karsilagtirildiginda, DSA pozitifligi ile sadece endotelyal 1gG3 pozitifligi istatistiksel olarak
anlaml (p= .044) birliktelik gostermistir (Sekil 3.3.7). Bu sonug, IgG3’iin yiiksek kompleman
baglama yetenegi de dikkate alindiginda, DSA ile korelasyonu en yakin olan alt IgG grubu
olmasi ile agiklanabilir. Lefaucheur ve ark. nakil bobreklerde IgG anti-HLA antikorlar ile
AMR iliskisini arastirmiglar ve bu c¢alismada DSA'nin IgG3 ve IgG4 alt smiflari, antikor
aracili hasarla yiiksek oranda iligkiliyken, IgG3 DSA'nin varlig1 daha biiyiik bir greft kaybi
riskiyle iliskilendirilmistir. I[gG4 alt sinifinin DSA'lar1 ise, subklinik kronik AMR ile giiglii bir
sekilde iliskilendirilmistir. Bir Cox regresyon sagkalim modeli kullanan yazarlar, 1gG3
DSA'larin ve Clg+ DSA'larin allogreft yetmezligi ile giiclii bir sekilde iliskili oldugunu
bulmuslardir®'.

IgG1 spesifitesinin daha diisiik olmasi, inflamatuar hiicre reaksiyonunun daha giiclii
oldugu ACR tan1 gruplarinda IgG1 pozitif inflamatuar hiicre ve endotelial hiicre sayilarinin
daha yiiksek olmasi ile iliskilendirilebilir. IgG3 ise, rejeksiyonsuz olgularda negatif, ACR
gruplarinda ise IgG1’e gore daha sinirlt pozitif hiicre sayilari ile kendini gostermektedir (Sekil
3.2.6.). Tan1 gruplan arasinda karsilastirildiginda, ACR-2R ve ACR-3R olgularinda daha
yuksek siklikta IgG1+ enflamatuar hiicre tespit edildi (p<0.05) (Tablo 3.2.1). Proenflamatuar
fonksiyonlartyla taninan bu iki IgG alt grubunda elde edilen farkli sonuglar, IgG1’in IgG’nin
alt tipleri icinde en yiiksek orani olusturmasi ve IgGI’in (21 giin) yarilanma Omriiniin
IgG3’den (7 giin) daha uzun olmasi ile agiklanabilir®. IgG3 genellikle olusan ilk alt siniftir ve
bunu daha sonra baskin olan IgG1 yanitlar: takip eder?.

Calismamizda, akut rejeksiyon tanist ve greft disfonksiyonu bulunmasi ile en anlamli
iliskileri gostermesi nedeniyle, en etkin risk faktorii olarak kabul ettigimiz C4d pozitifligi esas
almarak yapilan ROC egrisi risk hesaplamalarinda, CD138 ve IgG, IgG1 ve IgG3 immiin
belirteglerinin her biri i¢in, risk olusturan anlamli pozitif hiicre sayisini veren esik degerler 0,5
olarak hesaplanmistir. Bu durumda, bu immiin belirtecler ile boyamalarda, 1 biiyiik biiyiitme
alaninda bulunacak tek bir pozitif inflamatuar hiicre AMR i¢in anlaml risk olusturmaktadir.
Bu analizlerin sonuglarina gore, 1gG3 en yiiksek sensitivite ve spesifiteye (%100, %100)
sahipti. Sensitivite ve spesifite oranlarina gore, siralamada daha sonra gelen CD138 (%86,7;
%74) ve 1gG (%95,6; %63) nispeten giivenilir immiin belirtecler olarak one ¢iktmistir (Tablo
3.6.1 ve Sekil 3.6.1). Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, EMB spesmenlerindeki
histopatolojik incelemelerde, mikroskobik herhangi bir odakta bulunacak tek bir IgG3 veya
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IgG pozitif inflamatuar hiicre veya CD138 pozitif tek bir plazma hiicresi AMR i¢in anlaml
risk olusturmaktadir.

Bu bulgular bize dokudaki IgG1 ve IgG3 pozitif hiicrelerin 6zellikle DSA iliskili
ortaya ¢iktigin1 ve MFI siddeti ile bagmtili artip azaldigmi gdstermistir. Ozellikle tedavi
iliskili DSA ile birlikte seyirleri dikkate alindiginda, IgG1 daha sensitif, IgG3 ise daha
spesifik bir olast DSA belirteci olarak 6ne g¢ikmaktadir. Bu immiin belirteglerin, tanisal
patoloji rutininde kullanilabilecek iki potansiyel belirte¢ olarak daha genis hasta bazl
gruplarda arastirilmasi, tanisal, prognostik ve hatta tedaviye yonelik yeni acilimlar
saglayabilir kanaatindeyiz. Bu gozlemler ve sonuglar bizi IgG4 ve IgG2 immiin belirteclerinin
de dahil edilecegi, agirlikli hasta bazli olmak fiizere, yeni calismalar planlamak igin
ylireklendirdi.

Bu tez c¢aligmasinin smirhiliklarina gelince; ilk olarak bu calismayir kurgularken
planlanan, dokuda tiim IgG alt gruplarim1 gosterecek immiin belirteglerin boyanmasi ve tiim
biyopsilerin immiinoloji laboratuvari arsivindeki senkron serumlarina immiinolojik testler
maliyet sinirlamast nedeniyle uygulanamadi. Sadece olgularin daha once uygulanmis
LSA/DSA tanimlamalar1 ve MFI diizeylerine retrospektif olarak kayitlardan ulagilabildi. Bu
durum, olgu gruplarimizin 6rneklem sayilarinin diismesine ve egilimleri gézlemleyebilsek de,
coklu gruplar arasi iliskileri istatistiksel anlamlilik ile géremememize neden oldu. Diger bir
sinirlama, MFI diizeylerini sadece 1000 esik degerine gore pozitif negatif kabul ederek genel
istatistiksel analizler yapildi. MFI diizeylerinin AMR siddeti ve tedaviye ikincil siirekli
degiskenligi sonuglarimiza yansitilamamigtir. Hasta bazli yaptigimiz iki ayr ¢caligmada, 1gG1
ve IgG3 pozitif enflamatuar hiicre sayillarmi DSA MFI diizeyleri ile birlikte
degerlendirdigimizde, cok daha anlaml iliskiler gézlemlenmesi, daha ¢ok sayida hastanin
MFI diizeylerinin siirekli degisken olarak analiz edilmesinin énemini ortaya koydu. Onerilen
histopatolojik AMR tani kriterlerinin patolog i¢in hala yoruma agik olmasi, 6zellikle AMR1
tanilarinin rejeksiyon yok tanilariyla ortiismesi, ayrica yiiksek dereceli ACR’lerde eslik eden
AMR bulgularinin maskelenebilmesi gibi tan1 giigliikleri nedeniyle tani gruplarinin
geciskenligi ayr1 bir siurlilikti. Uyguladigimiz immiin belirteclerin tiimiiniin sitoplazmik
boyanma o6zelliginden kaynaklanan, kalabalik gruplarda pozitif hiicreleri ayirt ederek
saymanin yarattig1 zorluk ve reaktif endotel hiicreleri ile mononiikleer enflamatuar hiicrelerin
morfolojik olarak ayirt edilmesinin zorlugu, ¢aligmamizdaki sayisal degerlerin gilivenilirligini
azaltmis olabilir. Bunu asmak i¢in %10 esik deger alinarak verilen pozitiflik oranlar1 ve
pozitif hiicre var/yok seklinde de kayitlar alindi ve genel istatistiksel analizlerde tiim bu

veriler birlikte kullanildi.
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EK 1. BASKENT UN. IMMUNOLOJI A.D. TRANSPLANT iMMUNOLOJI
LABORATUVARI SSO CALISMA PROSEDURU

BASKENT UN. IMMUNOLOJI A.D. TRANSPLANT IMMUNOLOJi LABORATUVARI
SSO CALISMA PROSEDURU

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in hastalarin vericilerine ait kan ornekleri EDTA’l1 kan tiipiine
alinmustir.

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

Bu cihaz 6zel bir kart sistemiyle c¢alisir. Calismanin yapilmasi iki ayri calisma
tablasina uygun tiiplerin ve kartusun yerlestirilmesi ile olur. Bunun i¢in cihaz agilmadan
cihazin kabini acilir ve tablalar disar1 alinir ve asagidaki adimlar uygulanir.

1. Cihaz arkasindaki “POWER” diigmesinden acilir. Acilir agilmaz g¢alismaya

hazirdir.
2. Cihazin kartus tablasina hasta sayis1 kadar DNA izolasyon kartusu yerlestirilir.
3. Cihazn tiip tablasinin

- 1. sirasma 1,5 ml'lik steril elution tiipleri yerlestirilir.
- 2. sirasina tip holder ve igine filter tip yerlestirilir.
- 3. siras1 mutlaka bos birakilmalidir.
- 4. sirasma 2 ml'lik ependorf tiipler yerlestirilir.
2ml’lik ependorf tiiplere 200 pl hasta tam kani eklenir.
Cihaz kabini kapatilir.
Ekrandaki yonergeleri takip ederek uygun protokol segilir.
DNA izolasyonu 16 dakika siirer.
[zolasyon bittiginde 1. siradaki elution tiiplerde hasta DNAlar1 bulunur.

® N9k

SSO yontemi ile HLA -A, -B, -C, -DR, -DQ doku tipleme testi

HLA -A, -B, -C, -DR ve -DQ testi i¢cin; LIFECODES HLA-A, -B, -C, -DRBI1 ve —
DQB1 eRES SSO TYPING KIT (IMMUCOR, Dreieich, ALMANYA) ticari Kkitleri
kullanilmustir.

1. DNA c¢ogaltilmasi (PCR)

1.1.  Hazirlik asamasi

1.1.1. Izole edilen DNA 6rnekleri -20 °C dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisma (20-25
C) gelmesi saglanr.

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

1.1.3. DNA ornekleri, master mix ve Taq polimeraz buz akiisii izerinde tutulmalidir.

1.1.4. TabloYA gore n (test sayisi) + 1 olacak sekilde ¢alisilacak 6rnek sayisina gore
HLA -A, -B, -C, -DRBI1 ve -DQBI lokuslar1 i¢in ayr1 ayr1 master mix, Taq
polimeraz ve distile su ile reaktif hazirlanir.

1.1.5. Hazirlanan reaktif vortekslenir.
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Tablo 0: SSO master mix hazirlama tablosu

Master Mix Taq
SSO Typing Kit (ul) Polimeraz dH20 (ul)  Toplam (ul)
(ul)
HLA-A 6 0,2 10 16,2
HLA-B 6 0,2 10 16,2
HLA-C 6 0,2 10 16,2
HLA-DR 6 0,2 10 16,2
HLA-DQ 6 0,2 10 16,2

1.2.  Ekim asamasi

1.2.1. 0,2 ml'lik PCR tiiplerine 4 ul DNA pipetlenir.

1.2.2. HLA -A, -B ve -DRBI1 lokuslar1 i¢in ayr1 olarak hazirlanan reaktiflerden ilgili
PCR tiiplerine 16 pl pipetlenir.

1.2.3. PCR tiiplerinin kapaklar1 kapatilir.

1.2.4. PCR tiipleri vortekslenir.

1.3.  PCR asamasi

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

1.3.2. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Tabloya gére hazirlanan ve 1. asama
olan SSO PCR amplifikasyon programi baslatilir.

1.3.3. Program 1 saat 38 dakika siirer.

Tablo: SSO amplifikasyon PCR dongiisii

Basamak Is1 Inku"basyon Dongti

siiresi

1 95°C 3 dk. 1
95°C 15 sn.

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

3 63 °C 30 sn. 28
72 °C 30 sn.

4 72 °C 2 dk. 1

5 4°C o0 1

1.4.  Agaroz Jel Elektroforezi asamasi
Hibridizasyon asamasi oncesi Orneklerin ¢ogaldigindan emin olmak i¢in agaroz jel
elektroforezi yapilir.

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

1.4.2. Hassas terazi kullanilarak 2 gr. agaroz tartilir.

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

1.4.4. Jel tepsinin taraklar yerlestirilerek hazir hale getirilir.
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1.4.5.
1.4.6.
1.4.7.
1.4.8.
1.4.9.

1.4.10.

1.4.11.
1.4.12.
1.4.13.
1.4.14.
L.5.
1.5.1.
1.5.2.

1.5.3.
1.5.4.
1.5.5.
1.6.

1.6.1.
1.6.2.

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

S1v1 haldeki agaroza 4 damla Gel Red eklenir.

Karigim jel tepsisine dokiiliir.

15 dakika beklenerek agarozun katilasarak jel haline gelmesi beklenir.

Jel hazir olduktan sonra igerisinde 0,5xTBE soliisyonu bulunan elektroforeze
bagl kiivet icerisine yerlestirilerek taraklar ¢ikarilir.

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

Uygun kuyulara 10 ul DNA Size Marker yiiklenir.

0,5x TBE Buffer igerisinde 160 Volt’ta 16 dakika yiiriitiiliir.

Siire sonunda agaroz jel UV transluminatore konur.

UV 151k altinda amplifiye olan DNA 6rnekleri goriintiilenir.

Hibridizasyon asamast

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

HLA A, B ve DRB1 lokuslarina 6zgii Probe mix kuru 1s1 blogunda 56 °C'de 10
dakika 1sitilir.

Ardindan 15 saniye sonikatore konur ve siire sonunda vortekslenir.

Her bir Probe mix kendi lokus spesifik PCR f{iriiniine 15 pl pipetlenir.

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

PCR asamasi

Costar Plate Thermal Cycler PCR cihazina yerlestirilir.

Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda tabloya'a gdre hazirlanan ve 2.
asama olan SSO PCR hibridizasyon programi baglatilir.

Tablo:SSO hibridizasyon PCR dongiisii

Basamak Is1 Inku"basyon Dongii
suiresi
1 97 °C 2 dk. 1
2 47 °C 10 dk. 1
3 56 °C 8 dk. 1
4 56 °C 0 1
1.7.  Stretavidin Asamasi
1.7.1. Orneklerin hibridizasyonu sirasinda kuyu sayisina gore 200:1 seyreltilmis
Stretavidin karigimi hazirlanir. (Her kuyu i¢in = 170 ul seyreltme solusyonu +
0.85 pl 1 mg/ml Stretavidin [n+1 toplam hacimde])
1.7.2. Hazirlanan karisim karanlikta ve oda 1sisinda saklanir.
1.7.3. Hibridizasyonun 56 °C sonsuz asamasinda, PCR'!n kapagi acilir, plate
tizerindeki silikon yapiskan kapatici dikkatlice ¢ikarilir.
1.7.4. Hazirlanan karisimdan her bir kuyuya 170 pl eklenir.
1.7.5. Tim kuyular 5 dakika i¢inde seyreltilmelidir.
1.8. LUMINEX asamasi
1.8.1. Luminex cihazi hibridizasyon asamasinin basinda agilarak 30 dakika 1sinmasi

saglanir.
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1.8.2. Streptavidin pipetlendikten sonra costar plate dikkatlice PCR cihazindan alinir.
1.8.3. Luminex cihazina verilen costar plate iretici firmanin talimatlar

dogrultusunda okutulur.
1.8.4. MATCH IT DNA software programinda HLA doku tipleme analizi yapilir.
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EK 2. BASKENT UN. IMMUNOLOJI A.D. TRANSPLANT iMMUNOLOJI LABORATUVARI PRA
TARAMA SINIF I ve II TESTi CALISMA TALIMATI

BASKENT UN. IMMUNOLOJI A.D. TRANSPLANT IMMUNOLOJI LABORATUVARI
PRA TARAMA SINIF I ve Il TESTI CALISMA TALIMATI
PRA Tarama Sinif I II testi i¢in Labscreen Mixed (OneLambda, Almanya) kiti kullanilmistir.

1. Oda sicakligma (20 °C — 24 °C) gelen LABScreen Mixed Bead Mix HLA boncuklar kisa bir
santrifiijden (600-800 g’ de 30 saniye) sonra yaklasik 1 dakika vortekslenir.

2. Her bir test kuyusuna calisma listesine gore kontrol serumu ve hasta serumlarindan 20 pl
eklenir.

3. llgili kuyulara 5 pl HLA boncuklarindan konulur. Uzeri yapiskan plastik kapaticiyla kuyular
kapatilir. Calisma plagi dikkatli bir sekilde vortekslenir. Karanlik ortamda, oda sicakliginda ve
rotator (200 doniis/dakika) tizerinde, 30 dakika inkiibe edilir.

4. Inkiibasyon sonrasinda her kuyuya 150 pl hazirlanan 1X yikama tamponundan eklenir. Uzeri
plastik yapiskanl kapatici ile kapatilarak dikkatli bir sekilde vortekslenir. Caligma plag: Plate
santrifiij’de 1300 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi plak ters cevrilip tsteki
siipernatant dokiiliir ve ayni1 sekilde pegete iizerine konularak fazla suyu alinir.

5. Her kuyuya 200 pl yikama tamponu eklenir. Uzeri plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
dikkatli bir seklide vortekslenir. Calisma plag: Plate santrifiij’de 1300 g’de 5 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonras1 plak ters cevrilip usteki siipernatant dokiiliir ve ayn1 sekilde pegete
iizerine konularak fazla suyu alinir. Bu islem toplamda iki kez yapilir.

6. Son yikama isleminden sonra plagin iizeri tekrar plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
vortekslenir.

7. Hazirlanan konjugattan her kuyuya 100 pl eklenir. Uzeri plastik yapiskanl kapatici ile
kapatilarak dikkatli bir seklide vortekslenir. Karanlik ortamda, oda sicakliginda ve rotator
(200 doniis/dakika) lizerinde, 30 dakika inkiibe edilir.

8. Inkiibasyon sonrasinda calisma plag dikkatli bir sekilde vortekslenir ve Plate santrifiij’de
1300 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 plak ters g¢evrilip iisteki siipernatant
dokiiliir ve ayn1 sekilde pecete tlizerine konularak fazla suyu alinir.

9. Her kuyuya 200 pl yikama tamponu eklenir. Uzeri plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
dikkatli bir seklide vortekslenir. Caligsma plag1 Plate santrifiij’de 1300 g’de 5 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonras1 plak ters ¢evrilip iisteki siipernatant dokiiliir ve ayn1 sekilde pegete
iizerine konularak fazla suyu alinir. Bu islem toplamda iki kez yapilir.

10. Yikama sonrasinda iizeri plastik yapigkanli kapatici ile kapatilarak dikkatli bir seklide
vortekslenir.

11. Her kuyuya 80 ul %1°’lik PBS eklenir ve tizeri plastik yapigskanli kapatici ile kapatilarak
dikkatli bir seklide vortekslenir.
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12.

Luminex cihazinda tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda test okutulur.

LSA SINIF I ve II TESTI CALISMA TALIMATI
LSA Sinif I I testi i¢in Labscreen Classl ve II (OneLambda, Almanya) kiti kullanilmastir.

1.

10.

11.

12.

Oda sicakligina (20-24 °C) gelen LABScreen Class I ve/veya Class II Single Antigen HLA
boncuklart kisa bir santrifiijden (600-800 g’ de 30 saniye) sonra yaklasik 1 dakika
vortekslenir.

Her bir test kuyusuna c¢alisma listesine gore kontrol serumu ve hasta serumlarindan 20 pl
eklenir.

Ilgili kuyulara 5 pl HLA boncuklarindan konulur. Uzeri yapiskan plastik kapaticiyla kuyular
kapatilir. Calisma plagi dikkatli bir sekilde vortekslenir. Karanlik ortamda, oda sicakliginda ve
rotator (200 doniis/dakika) {izerinde 30 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda her kuyuya 150 pl hazirlanan 1X yikama tamponundan eklenir. Uzeri
plastik yapiskanh kapatici ile kapatilarak dikkatli bir sekilde vortekslenir. Caligma plag: Plate
santrifiij’de 1300 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi plak ters cevrilip tsteki
stipernatant dokiiliir ve ayn sekilde pegete lizerine konularak fazla suyu alinir.

Her kuyuya 200 pl yikama tamponu eklenir. Uzeri plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
dikkatli bir seklide vortekslenir. Caligma plag: Plate santrifiij’de 1300 g’de 5 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonrasi plak ters ¢evrilip usteki siipernatant dokiiliir ve ayni sekilde pegete
iizerine konularak fazla suyu alinir. Bu islem toplamda iki kez yapilir.

Son yikama isleminden sonra plagin tizeri tekrar plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
vortekslenir.

Hazirlanan konjugattan her kuyuya 100 ul eklenir. Uzeri plastik yapiskanli kapatici ile
kapatilarak dikkatli bir seklide vortekslenir. Karanlik ortamda, oda sicakliginda ve rotator
(200 doniis/dakika) lizerinde, 30 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda calisma plagi dikkatli bir sekilde vortekslenir ve Plate santrifiij’de
1300 g’de 5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi plak ters gevrilip {isteki siipernatant
dokiiliir ve ayn1 sekilde pegete tizerine konularak fazla suyu alimnir.

Her kuyuya 200 pl yikama tamponu eklenir. Uzeri plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
dikkatli bir seklide vortekslenir. Caligma plagi Plate santrifiij’de 1300 g’de 5 dakika santrifiij
edilir. Santrifiij sonrasi plak ters ¢evrilip usteki siipernatant dokiiliir ve ayn1 sekilde pegete
iizerine konularak fazla suyu alinir. Bu islem toplamda iki kez yapilir.

Yikama sonrasinda tiizeri plastik yapiskanli kapatict ile kapatilarak dikkatli bir seklide
vortekslenir.

Her kuyuya 80 ul %1’lik PBS eklenir ve tizeri plastik yapiskanli kapatici ile kapatilarak
dikkatli bir seklide vortekslenir.

Luminex cihazinda iretici  firmanin  Onerileri  dogrultusunda  test  okutulur.
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EK 3. RESIMLER

Resim 1: Rejeksiyon bulgusu 1zlenmeyen odemll mlyokard dokusu (x40, H&E boyali)
izlenmektedir (Hasta No:11).

Resim 2: Histolojik AMR1 (AMRIH) bulgularl 1<;eren mlyokard dokusu (H&E boyah)
kiigtik biiylitmede (x40), 6demli interstisyum ve dilate, konjesyone perimiyositik kapiller ag
goriilmektedir. Daha biiylik biiylitmede (x200) kapillerlerin liimenlerinde mononiikleer
enflamatuar hiicreler ile karakterli kapillerit bulgusu, ekstravaze eritrositler ve reaktif
endotelyal degisiklikler goriilmektedir (Hasta No:11, tedavi altinda alinmis kontrol biyopsi).
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Resim 3: C4d immiin belirteci ile AMR2 tanist almis miyokard dokusunda oklar,
perimiyositik kapiller duvarinda fokal (<%10) zayif boyanmay1 gostermektedir (x120, [HK).
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Resim 4: CD68 immiin belirteci ile, AMR2 tanisi almlé -miyokard dokusunda oklar,
perimiyositik kapiller liimenlerinde seyrek (<%10) tek tek duran makrofajlar1 géstermektedir
(x130, THK).
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Resim 5: ACR-2R ve AMR2 miks akut rejeksiyon tanist almis miyokardial dokuda
interstisyel lenfositik infiltrat odaklari. ACR-2R i¢in tanisal olan, miyosit nekrozlarina neden
olan birden ¢ok odakta lenfosit infiltrasyonlar1 goriilmektedir (x70, H&E) (Hasta No:11).

Resim 6: ACR-2R ve AMR2 miks akut rejeksiyon tanisi alnils miyokardial dokuda
interstisyel lenfositik infiltrat. Ok, infiltratin hedefinin miyositler oldugunu ifade eden ve
ACR i¢in tanisal olan miyosit nekrozlari gostermektedir. Ayn1 zamanda kapillerdeki siskin

endotelyal hiicreler ve liimenlerindeki mononiikleer enflamatuar hiicrelerin varlig1 eslik eden
AMR’ye dikkat ¢ekmektedir (x250, H&E) (Hasta No:11).
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Resim 7: ACR-QR ve AMR.2 miks akut rejeksiyon tanisi almig miyokardial dokuda bﬁtﬁrilvli:lgﬁ
bozulmus kapiller duvarlarindaki C4d depolanmalari (%10<) ACR’ye eslik eden AMR’y1
desteklemektedir (x250, IHK) (Hasta No:11).
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Resim 8: ACR-2R ve AMR2 miks akut rejeksiyon tanisi almis miyokardial dokuda, CD68
immiin belirteci ile boyamada kisa ok, perimiyositik kapiller liimenlerinde fokal (%10-50)

makrofaj dizilerini ve uzun ok, interstisyumdaki daginik makrofajlar1 gostermektedir (x250,
[HK) (Hasta No:11).
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Resim 9: IgG immiin belirteci ile, ok baglar1 kapiller limenlerindeki pozitif mononiikleer

enflamatuar hiicreleri, oklar ise limeni ddseyen pozitif endotel hiicrelerini gostermektedir
(x800, IHK) (Hasta No:11).
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Resim 10: IgG1 immiin belirteci ile, ok baslar1 kapiller liimenlerindeki pozitif mononiikleer

enflamatuar hiicreleri, oklar ise liimeni doseyen pozitif endotel hiicrelerini gostermektedir
(x750, IHK) (Hasta No:11).
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Resim 11: 1gG3 immiin belirteci ile, ok balari kapiller limenlerindeki pozitif mononiikleer
enflamatuar hiicreleri, oklar ise liimeni doseyen pozitif endotel hiicrelerini gostermektedir
(x400, THK) (Hasta No:11).
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Resim 12: CDI138 immiin belirteci ile, oklar kapiller limenlerindeki pozitif Iglazma
hiicrelerini gostermektedir (x400, IHK) (Hasta No:11).

Resim.ié -
eder. (x130, H&E) (Hasta No:11)
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