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Karaciger veya Bobrek Transplantasyonu Olan
Hastalarda HLA Klas Il ve HLA-G iliskisi

B Bastiirk!, A . Haberal?, D. Bal?, F. Koger2, H. Karakayali3, M. Haberal3

Ozet

Amag: Immiin sistemin hastaliklara kars: cevabinda
onemli rol oynayan insan [okosit antijenleri transplan-
tasyonda dokunun kabuliinde veya reddedilmesinde etki
eden en onemli faktorlerden birisidir. Son yillarda yapi-
lan ¢alismalar HLA-G molekiiliiniin toleransla iliskili
olabilecegini gostermistir. Bu ¢aligmada klasik HLA mo-
lekiilleri ile HLA klas I molekiilleri iginde yer alan ve
klasik olmayan HLA-G molekiiliiniin iliskisinin ortaya
konmast amaclanmigtir.

Materyal ve Metod: Calismaya karaciger veya bobrek
transplantasyonu olmus 40 hasta alindi. Hastalarin doku
gruplart PCR-SSP yontemi belirlendi. HLA-G serum
seviyeleri ELIZA yontemi olgiildii. Istatistiksel degerlen-
dirmelerde ki kare testi kullanild:.

Sonuglar: Serumda solubl HLA-G seviyeleri ol¢giilen 40
hastadan HLA-G serum seviyesi diigiik bulunan 13 has-
tanin (%32) 7'sinde (%53.8) HLA DRBI1 *11 allel
varligi, 5 hastada (%38.4) HLA DRB1 *04 allel varlig:
saptand.

Yorum: Calismanin sonuclar: deSerlendirildiginde HLA
DRB1 *11 allel siklig1 ile SHLA-G serum seviyesi diigtik-
liigii arasinda iliski oldugu saptand:. Bu iliskinin bilin-
mesi DRB1 *11 alleli tagiyan kisilerin immiin tolaransi-
mn daha az olabilecegini ve DRB1 *11 alleli ile birlikteli-
gi stk goriilen hastaliklara karsi, transplantasyon hasta-
larinda, otoimmiin hastaliklarda ve malign hastaliklarda
immiin sistem cevabinin onceden bilinmesini saglayabi-
lir.

Anahtar kelimeler: HLA-G, HLA-DR, transplantas-
yon
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Summary

HILA-G associated with HLA-Class II antigens in
liver and kidney transplant patients

Background: Recent studies suggest that the immuno-
genicity of human leucocyte antigen (HLA) incompatibi-
lity should be considered in the context of the HLA phe-
notype of the recipient. The HLA DR phenotype of the
responder is thought to be predictive of the strength of the
alloimmune response. The HLA-G molecule, a nonclassic
MHC class I antigen, exhibits limited tissue distribution
and exerts multiple immunoregulatory functions.

Aim: We sought to analyze the correlation between so-
luble HLA-G levels and the HLA-DR phenotype by stud-
ying 40 liver/kidney transplant patients. SHLA-G levels
were measured with ELISA, and HLA-DR phenotyping
was performed using a standard PCR-SSP method.

Results: sHLA-G levels decreased in 13 of 40 patients
(32%), 7 of them (53.8%) carried the HLA DRB1 *11
(DR5) antigen, and 5 of them (38.4%) carried the HLA-
DRB1 *04 antigen. When patients with increased levels
of sSHLA-G were examined, it was found that only 3 of
them (11.1%) carried the HLA DRB1 *11 (DR 5) anti-

gen.

Discussion: We found a positive correlation between
presence of the HLA DRB1 *11 (DR5) antigen and
decreased levels of sHLA-G. Patients with the HLA
DRB1 *11 (DR5) antigen had decreased immune func-
tioning. Testing for this phenotype may be a positive indi-
cator for progression of autoimmune diseases, malignan-
cies, and rejection risk in transplantation.
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Giris

Insan 16kosit antijenlerinin (HLA) alict ile verici ara-
sindaki uyumu nakledilen dokunun yasamasidaki
en onemli faktordiir. Istenilen tam uyumlu vericinin
bulunabilmesi miimkiin olmasma ragmen, HLA
sistemindeki polimorfik bolgelerin ¢ok fazla olmasi
nedeni ile Eurotransplant listesindeki hastalarin
sadece %22’sine HLA uyumu tam olan verici bulu-
nabilmektedir. Hastalarin biiyiik cogunlugu bir ve-
ya daha fazla uyumsuz HLA gruplar1 olan vericiler-
den organ almaktadir. Yapilan ¢alismalar canli veri-
ciden alinan dokuda tek bir HLA-A, B veya DR anti-
jeninin uyumsuzlugunun kabul edilebilir oldugunu
ve tam uyumlu nakillerle arasinda greftin yasam
sansi1 agisindan bir fark olmadigini gostermistir (2).
Greftin reddedilmesinde rol oynayan akut ve
akselere reaksiyonlar crossmatch ¢aligmalart ile sap-
tanabilir. Kronik ve ge¢ dénem humoral reaksiyon-
larda rol oynayan mekanizma ise alicinin antijen
sunan hiicreleri ytizeyinde bulnan klas II molekiil-
leri ile vericinin HLA antijenlerinin CD4+ T
hiicrelerine sunulmasi ve bu antijenlere karsi B
hiicrelerinden IgG tipi antikor tiretiminin olugmasi
ile meydana gelir (3, 4). Bu etkileri nedeni ile HLA
molekiilleri, 6zellikle HLA DR fenotipi, olusabile-
cek humoral alloimmiin cevabin 6nceden bilinmesi-
ni saglayabilir.

HLA klas I molekiilleri hiicre yiizeyinde veya solubl
halde dolasimda bulunan glikoprotein yapili
molekiillerdir. HLA klas I molekiil grubu iginde yer
alan, polimorfik bolgelerinin azlig1 ve farkl etkileri
ile klas I grubunun diger elemanlarindan farkl: olan
HLA-G molekiiliiniin, bilinen, 4 tane (G1, G2, G3,
G4) membrana baglh (5), 3 tane (G5, G6, G7) solubl
formu vardir (6). HLA-G molekiilii ilk olarak HLA
A ve B molekiil ekspresyonunun bozuk oldugu
ekstra villoz trofoblastlarda gosterilmistir. Ektra vil-
16z trofoblastlarda bulunan bu molekiliin fetus ile
anne arasindaki toleranstan sorumlu oldugu diisii-
niilmektedir (7). HLA-G molekiiliintin potansiyel
immiinosupresif etkisi CD8+ sitotoksik hiicreleri,
CD4+ T hiicre proliferasyonunu ve antijen spesifik
sitotoksik cevabini inhibe etmesi ile olugmaktadir
(8, 9). HLA-G molekiiliiniin dogal 6ldiiriicti hiicre-
ler iizerinde de onlarin sitotoksisitelerini inhibe edi-
ci etkileri vardir (10).

Bu calisma toleran etkili HLA-G molekiilti serum
seviyesi ile HLA klas II molekiilleri arasindaki
iliskinin arastirilmast amaciyla planlanmustir.

Materyal ve Yontem

Calismaya karaciger veya bobrek nakli olmus 40
hasta alinmigtir. Hastalardan alman kan ornek-
lerinden elde edilen lenfositlerden genomik DNA
izolasyonu yapildi (Macherey Nagel, Almanya).
Elde edilen DNA ornekleri sekans spesifik primer-
ler (One Lamda, USA) kullanilarak polimerize
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile ¢ogaltildi ve
etidyum bromid ile boyanarak %2’lik agaroz jelde
elektroforez yontemi ile ilerletildi. Ultraviyole 1s1k
altinda pozitif bantlar saptand1 ve yazilim progra-
minda degerlendirilerek HLA klas II gruplari belir-
lendi. Hastalarin solubl HLA-G serum seviyeleri
nakil 6ncesi, 15. giin ve 30. glin olmak iizere toplam
3 kez ELIZA yontemi ile (Exbio, Prag) calisildi ve
450 nm dalga boyundaki spektrofotometrede 6l¢iil-
dii.

Sonuglar

Karaciger veya bobrek nakli olmus 40 hastadan
toplam 120 serum o6rneginde HLA-G serum seviye-
si dlgtildii. 13 hastada (%32.4) transplantasyon 6nce-
si, 15.gtin ve 30. giin HLA-G 6l¢tim degerleri sifir
bulundu . Her ii¢ 6l¢iimii de sifir olan bu hastalarin
7 tanesinin (%53.8) HLA DRB; *11 (DR 5) grubunda
oldugu, HLA-G serum seviyeleri yiiksek olan hasta
grubunda ise sadece 3 hastanin (%11.1) HLA DRB1
11 (DR 5), grubunda oldugu saptandi. Sonuglar ista-
tistiksel olarak Fisher exact testi kullanilarak
degerlendirildiginde X2 degeri 6.42, p:0.0065,
OR:9.33 giivenlik araligr 1.49<OR< 67.16 olarak
belirlendi.

Yorum

Fetusta veya vericide aynt HLA uyumsuzlugu bulu-
nan hamilelerin veya transplantasyon hastalarinin
sadece bir kisminda humoral immiin yanit gelistigi
gozlenmistir (2, 11). Yapilan ¢alismalar alicinin HLA
DR antijenlerinin, HLA klas I uyumsuzluguna kars:
olusan immiin yanitin diizenlenmesinde 6nemli
rolii oldugunu gostermektedir (12,13). Marlies ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada, bazi klas II grup-
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lar1 ile sunulan HLA klas I antijenlerine kars1 anti-
kor olusumu riskinin daha fazla oldugu, 6rnegin;
DR 4 grubunda olanlarin klas I grubundan A3, B5,
B7, B8, B12’ye karsi, DR 5 grubunda olanlarin All’e
karst artmig siklikla antikor {tirettigi bildirilmistir
(14). HLA-G molekiilti immiinotolerojenik fonksi-
yonu nedeni ile nakledilen dokunun kabuliinde
etkin rol oynayabilir. Yapilan caligmalar HLA-G
molekiiltintin greftde ekspresyonunun saptanmasi
ile rejeksiyon riskinin azaldigini gostermistir (15).
Bu etkileri dogal 6ldiirticii hiicrelerin sitotoksisitesi-
ni azaltmasina ve migratuvar fonksiyonlar: inhibe
etmesine bagl olarak meydana gelir. Antijen sunan
hticrelerin fonksiyonel gelismesini baskilayarak
greftin yasam stiresini uzatir (16). HLA-G, tolero-
jenik etkisini, hem hiicresel hem humoral sistem
tizerinde gostermektedir.

Bizim calismamizda degerlendirmeye alinan 40
hastanin nakil 6ncesi, nakil sonras: 15. giinde ve 30.
glinlerde yapilan sHLA-G serum seviyesi ol¢iim-
lerinde 13 hastanin sHLA-G seviyelerinin her ti¢
olgtimde de hig yiikselmedigi ve 0 tinite/ ml seviye-
sinde kaldig1 ve bu 13 hastanin 7’sinin HLA DRB1
11 (DR 5) grubunda oldugu saptanmistir. Serum
sHLA-G seviyesinde artis tespit edilen hasta grubu
ile karsilastirildiginda bu birlikteligin 9.33 kat fazla
oldugu belirlenmistir. Calisma grubumuzdaki has-
talarin serum HLA-G seviyelerinin diisiik seviyede
tespit edilmesi, DR 5 varliginda, HLA klas-I A1l an-
tijenine kars1 antikor yaniti1 olusumuna benzer sekil-
de, HLA-G antijenine kars1 artmis antikor iiretimine
bagh olabilir. HLA-G molekiiltine kars: olusan an-
tikor ile SHLA-G antijeni birleserek serbest halde
dolasan antijen sayisinin azalmasina ve ELIZA y6n-
temi ile saptanamamasina neden olabilir.

Tolerojenik etkili HLA-G antijeninin serum seviye-
sinin diisiikliigii ile birlikteligi sik goriilen DR5 gru-
bu varliginin bilinmesi transplantasyon hastalarin-
da, otoimmiin hastaliklarda, malign hastaliklarda
ve DR5 grubu ile iligkili hastaliklarda prognozunun
tahmininde de rol oynayacaktir. Nakil 6ncesi alicila-
rin ve vericilerin doku gruplarmin bilinmesi hem
hiicresel hem de, belli doku gruplarina karg: artmig
antikor yanitinin destekledigi, humoral rejeksiyon
riskinin azaltilabilmesini saglayacaktir. HLA-G’ye
kars1 olusmus antikor varliginin gosterilmesi calis-
manin sonuglarmi destekleyecektir.

Literatiir taramalarimiza gore non-klasik bir mole-
kiil olan HLA-G ile HLA Klas II iligkisini degerlen-
dirmek amaciyla yapilmis olan bu ilk ¢alismanin so-
nuglar belli klas-II grubunda olan kisilerin immiin
toleransinin daha az olabilecegini gostermektedir.
Bu hastalarda daha sik araliklarla takip ve farkl
tedavi protokollerinin uygulanmasi beklenen risk-
lerin azaltilmasini saglayabilir.
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