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Ozet

Insan doku uygunluk antijenleri smnif-I ve simif- I'ye kars1 6zgiil antikorlar (Panel Reaktif Antikor-PRA-) dogum; kan transfiizyonu ve/veya
organ transplantasyonu sonrasi geligir. PRA, nakil sonrasi graft’in reddinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle PRA analizi organ
bekleyen hastalarin takibinde nakil oncesi ve sonrasi yapilmasi zorunlu rutin testlerdendir. PRA testi, tarama ve tanimlama olarak
isimlendirilen; iki farkli analiz ile gergeklestirilmektedir. Tarama PRA varliginm tespitine yonelik kalitatif bir test’tir. Tanimlama ise
cogunlukla donor spesifik antikor tespitinde kullanilan kantitatif bir test’tir. Tanimlama sadece 6zgiil PRA yiizdesini vermekle kalmaz ayni
zamanda Ol¢iim yontemine de bagli olarak donor spesifik antikor tespitini de saglar. PRA 6l¢limil i¢in kompleman bagimli sitotoksisite;
Enzyme Linked Immunoassay (ELISA), Akim sitometri ve Luminex yontemleri kullanilmaktadir. Bu ¢aligmanin amact, laboratuvarimizda
bobrek nakli bekleme listesindeki diyaliz hastalari igin yaptigimiz rutin PRA analizinde kullanilan ELISA ve Luminex yontemlerinin
tarama ve tanimlama analizlerinde etkinligini karsilagtirmaktir. Laboratuvarimiza bagvuran 154 hastadan yapilan analizlere gore; ELISA ve
Luminex PRA tarama sonuglar1 arasinda %85 uyum bulunurken, her iki yontemle yapilan tanimlama sonuglar1 arasinda ise toplamda %72
uyum saptanmigtir. Ayni yontemin tarama ve tanimlama sonuglar incelendiginde; ELISA PRA tarama ve tanimlama sonuglarmm %19
oraninda uyumsuzluk gosterdigi belirlenirken, Luminex PRA tarama ve tanimlama sonuglar1 arasinda %2 gibi ELISA sonuglarina gore
daha az bir uyumsuzluk oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak; nakil 6ncesi rutin PRA analizi igin ELISA yontemi yerine Luminex
yonteminin kullanilmasi; dogru ve hizli sonug aliabilmesi bakimindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: PRA, ELISA, Luminex, Transplantasyon, Diyaliz

Abstract

Specific antibodies (Panel Reactive Antibodies-PRA-) against human leukocyte antigens class 1 and class Il are performed post-natal
period, after blood transfusion and /or solid organ transplantation. Therefore PRA analysis performed before and after organ transplantation
in the management of patients waiting for one of the mandatory routine tests. PRA tests are performed with two different assays called as
screening and identification. Screening is a qualitative test for the detection of the presence of PRA. Identification is a quantitative test and
is usually used to detect donor specific antibodies. Identification does not only give percentage of PRA but also allows the determination of
specific antibodies. Measurement of PRA is performed by complement dependent cytotoxicity, Enzyme Linked Immunoassay (ELISA),
flow cytometry and luminex methods. The aim of this study was to compare the effectiveness two methods ELISA and luminex together
with two analysis screening and identification in PRA detection in dialysis patients waiting for kidney transplantation. According to
analysis of serum samples of 154 patients applied to our laboratory, 85% harmony observed between results of ELISA and luminex for
screening and 72% harmony observed for identification analysis. When we investigate the difference between two analysis for the same
method, ELISA PRA screening and identification analysis showed 19% disharmony, however that was 2% disharmony for luminex
screening and identification. As a result, prior to transplant in order to get accurate and fast results in routine PRA analysis instead of
ELISA method preferring Luminex method would be eligible.
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Giris hastalar i¢cin ise; serumlarinda bulunan allo-1gG
insan doku uygunluk antijenleri (ing. Human leukocyte  antikorlarinin hangi antijenlere karsi gelistiginin tespiti
antigen-HLA-) simif-1 ve simif-II’ye 6zgiil antikorlarin organ  amaciyla PRA simif I/II tanimlama testleri yapilmaktadir (7,
ve doku naklindeki Onemi 40 yili askin siredir 8).

bilinmektedir (1, 2). Panel reaktif antikor (PRA) olarak da

isimlendirilen bu antikorlar, kan transfizyonu, gebelik ve Tanimlama testi sonucunda bulunan yiizde PRA degeri,
organ nakli gibi ¢esitli duyarlilagtirici olaylar ile  alloantikor &zgilliigiinii belirlemede, sonraki asamada
gelisebilmektedir (1, 3, 4). Bobrek nakli i¢in bekleyen bu  verici ile yapilacak olan cross-match sonucunu tahmin
duyarlilagmis hastalar nakilden sonra gelisebilecek olan, etmede ve ayrica nakil i¢in Oncelikli hastalara karar
hiperakut rejeksiyon, akut rejeksiyon, antikor-aracili  vermede kullanilmaktadir (9). Ancak, PRA testlerinin
rejeksiyon, gecikmis greft fonksiyonu ve daha uzun dénem  sonuglari, kullanilan tekniklere, panelin ya da ticari kitin
komplikasyonlar i¢in risk altindadirlar (5, 6). Bu nedenle, HLA kompozisyonuna bagli olarak biiyilk o6lgiide
1960’lardan bu yana, bobrek nakli icin bekleyen  degiskenlik gdsterebilmektedir (5, 10, 11). Ge¢cmiste, PRA
hastalardaki anti-HLA antikorlarinin varhig ve ozgiilligii ~ belirlenmesi  kompleman-bagimli  sitotoksisite  (CDC)
PRA testleri ile belirlenmektedir (2, 5, 6). PRA testleri,  yontemindeki lenfosit hedefleri kullanilarak
tarama ve tanimlama olmak tiizere iki farkli uygulamaya  gerceklestirilmistir ve CDC yontemi PRA belirlemede uzun
sahiptir (7). PRA tarama testleri ile hasta serumundaki sinif ~ zaman altin standart teknik olarak kabul gérmiistiir (1, 9).
I ve simif II HLA antikorlarinin varligi ya da yoklugu tespit ~ Ancak, son yillarda biyoteknolojik gelismeler 1s18inda
edilmektedir. PRA sinif I/smif I tarama sonuglart negatif =~ CDC-PRA’dan daha fazla duyarlilia ve ozgiilliige sahip
olarak belirlenen hastalar duyarlilagmamig olarak kabul — olan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
edilirken, PRA smif I/sinif II tarama sonuglari pozitif olan ~ Luminex ve akim sitometri gibi solid faz tekniklerin
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kesfedilmesiyle anti-HLA antikorlarinin belirlenmesi ve
tanimlanmasi alaninda biiyiik bir ilerleme yasanmustir (5, 8,
12).

Bu gelistirilen yeni teknikler sayesinde testlerin analitik
duyarlilig1 ve 6zgiilligii artmis ve aynt zamanda hizli sonug
verme olanagl saglanmistir. Arastirmamizin  amaci,
laboratuarimizda bobrek nakli bekleme listesine giren
diyaliz hastalar1 i¢in yaptigimiz rutin PRA analizinde
kullanilan ELISA ve Luminex ydntemlerinin hem tarama
hem de tanimlama analizinde etkinligini karsilagtirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem

Bu calismaya 2009-2011 yillar1 arasinda Inénii Universitesi
Turgut Ozal Tip Merkezi’ne bagvuran ve son dénem bébrek
yetmezligi teshisiyle hemodiyaliz programina alman,
bobrek nakli bekleme listesine kayitli 154 hasta dahil
edilmistir. Hasta grubu 76 kadin ve 78 erkekten
olusmaktadir. 154 diyaliz hastasindan alman serum
orneklerinden hem PRA tarama hem de PRA tanimlama
analizi yapilmistir. PRA tarama ve tanimlama analizlerinde
ELISA (Biotest, Germany-AbScreen-Abldent) ve Luminex
(Gen-Probe, Stamford USA) yontemleri kullanilmistir.

ELISA PRA Tarama ve Tanimlama Y o6ntemi

ELISA PRA sinif I ve smuf II tarama testleri, kit (Biotest,
AbScreen HLA classI/II) iceriginde mevcut olan reaktifler
kullanilarak, iretici firmanm Dbelirttigi yontem takip
edilerek c¢alisilmigtir. Kisaca, kuyularinda HLA-siif I/I1
antijenlerin bulundugu striplere 50 pl hasta serumu
eklenmis ve 37° C’de 45 dk inkiibe edilmistir. Baglanmayan
antikorlar yikama islemiyle uzaklastirildiktan sonra ilgili
kuyulara anti-insan alkalen-IgG konjugat eklenmis ve 37°
C’de 45 dk inkiibe edilmistir. Baglanmayan IgG’ler yikama
islemiyle uzaklastirildiktan sonra ilgili kuyulara substrat p-
nitrofenil fosfat (PNPP) eklenmistir. Oda 1sisinda 30 dk
inkiibasyondan sonra sodyum hidroksit soliisyonu eklenip,
ELISA okuyucuda 405-410 nm’de olglim yapilmustir.
ELISA PRA smif I veya smf II sonuglart pozitif ¢ikan
hastalar i¢in ise ELISA PRA sinif I veya Il tanimlama testi
(Biotest, Abldent HLA classl/Il) uygulanarak pozitiflik
yiizdesi belirlenmigtir.

Luminex PRA Tarama ve Tamimlama Yo6ntemi

Tim serum ornekleri Luminex PRA-tarama (LIFECODES
LifeScreen Deluxe; GEN-PROBE) ve tamimlama
kitlerinden (LIFECODES Class I/1l 1D; GEN-PROBE)
¢ikan reaktifler ile Luminex cihazinda test edilmistir.
Ornekler iiretici firmanm belirtigi yontem takip edilerek
caisilmustir. Kisaca, her hastaya ait 12,5 pl serum 6rnegi ve

5 pl smif I/II antijenleri ile kaplanmis olan Luminex
boncuklart 96 kuyuluk plaklarda ilgili yerlere eklenerek 30
dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda vakum manifold sistemi
kullanilarak 3 kez yikama iglemi yapilmistir. Kuyulara anti-
human phycoerythrin-IgG konjugattan 50 pul eklenerek 30
dk inkiibe edilmistir. Tiim inkiibasyonlar oda 1sisinda,

karanlikta ~ve  bir rotator  sistemi  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Siire sonunda plak Luminex-Life-
Match cihazina yiiklenmis ve sonuglar Quick-Type

programinda analiz edilmistir. Her boncuktan yayilan sinyal
yogunlugu, iretici firmanin belirledigi negatif ve pozitif
kontrol serum ornekleriyle muamele edilen boncuklarla
karsilagtirilmigtir. Luminex PRA smif 1 veya smuf II
sonuglari pozitif ¢cikan hastalar igin ise Luminex PRA sinif I
veya II tanimlama testi uygulanarak HLA sinif I ve smuf I1
antikorlarinin spesifikligi ve yiizde degerleri belirlenmistir.

Istatistik

Istatistiksel ~analizler SPSS 10.0 istatistik program
kullanilarak  gergeklestirilmistir. ~Yontemler arasindaki
istatistiksel farklar parametrik olmayan verileri kapsayan
yontemler icin ki-kare analizi yapilarak, parametrik verileri
kapsayan yontemler icin Mann-Whitney U testi kullanilarak
saptanmustir.

Bulgular

PRA HLA Smif-1 tarama sonucunda ELISA yoéntemiyle
25/154 (%17) ornek pozitif bulunurken; ayni Ornekler
Luminex yontemiyle ¢alisildiginda 46/154 (%30)’s1 pozitif
bulunmustur. PRA HLA Smf-2 tarama analizinde ise
ELISA yontemiyle 22/154 (%14) 6rnek pozitif bulunurken;
Luminex yontemiyle 53/154 (%34)’i pozitif bulunmustur.
ELISA yontemiyle pozitif bulunan PRA Smif-I ve PRA
Sinif-1I tarama analizlerininin tiimii LUMINEX y6ntemiyle
de pozitif bulunmustur (Tablo 1).

Sonug¢ olarak, PRA Simif-1 tarama analizinde Orneklerin
%12’s1 (p<0.05; x*>=14.4) ELISA ve Luminex Ol¢timleri
arasinda uyumsuzluk gosterirken; PRA Smif-2 tarama
analizinde 6rneklerin %20’si (p<0.05; x*=26.47) ELISA ve
Luminex dl¢timleri arasinda uyumsuzluk gostermektedir.

PRA HLA Sinif-1 tanimlama sonucunda ELISA y6ntemiyle
25/154 (%16) ornek pozitif bulunurken; ayni Ornekler
Luminex yontemiyle ¢alisildiginda 45/154 (%29)’s1 pozitif
bulunmustur. PRA HLA Smif-2 tarama analizinde ise
ELISA yontemiyle 26/154 (%17) 6rnek pozitif bulunurken;
Luminex yontemiyle 55/154 (%34)’i pozitif bulunmustur
(Tablo 2).

Tablo 1. ELISA ve LUMINEX yontemleri ile caligilan 154 serum drneginin PRA tarama test sonuglarinin dagilimi.

Simif-1 Simf-11

Yontem Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negtaif Toplam
ELISA PRA (%17) 129 154 (%14) 132 154
Tarama 25 22
LUMINEX PRA (%30) 108 154 (%34) 101 154
Tarama 46 53
Tablo 2. ELISA ve LUMINEX yontemleri ile calisilan 154 serum 6rneginin PRA tanimlama test sonuglarinin dagilimi.

Simif-1 Simf-11
Yontem Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negtaif Toplam
ELISA PRA (%17) 129 154 (%16) 128 154
Tanimlama 25 26
LUMINEX (%29) 109 154 (%35) 99 154
PRA 45 55
Tanimlama
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ELISA PRA tanimlama ve Luminex tanimlama sonuglari
arasinda 57/154 (%28) 6rmekte uyumsuz sonug saptanmistir
(p<0.001) (Sekil 1A-1B). Ayrmntili incelendiginde, PRA
Sinif-I tanimlama analizine bakildiginda 24 &rnek ELISA
ve Luminex yontemlerinde farkli sonuglar vermistir. Bu

Luminex’de negatif bulunmustur (Sekil 1A). PRA Simif-ll
tanimlama analizinde 33 ornek ELISA ve Luminex
yontemlerinde farkli sonuglar vermistir. Bu 6rneklerin
32’sinde ELISA tanimlama negatif iken Luminex pozitif;
I’inde ELISA pozitif iken Luminex negatif bulunmustur

orneklerin  22’sinde ELISA tanimlama negatif iken  (Sekil 1B).
Luminex’de pozitif, 2’sinde ELISA pozitif iken
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Sekil 1a. Serum 6rneklerinde PRA Simif-1 tanimlama diizeylerinin ELISA ve Luminex yontemleri ile 6l¢iim degerleri.
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Sekil 1b. Serum 6rneklerinde PRA Sinif-II tanimlama diizeylerinin ELISA ve Luminex yontemleri ile 6l¢iim degerleri.

ELISA yontemiyle yapilan tarama ve tanimlama test
sonuglar1 karsilagtirildiginda; ELISA tanimlama analizinde
toplamda (Sinif-I ve Simnif II beraber) 30/154 (%19) 6rnek
ELISA tarama sonuglari ile uyumsuz bulunmustur. Ayrintilt
olarak incelendiginde ELISA PRA Sinif-1 tarama ile ELISA
PRA Smif-l tanimlama analizi arasinda 26 Ornekte
uyumsuzluk saptanmistir. Bu 26 6rnegin 13’tinde (73., 92.,
102., 104., 113., 116., 118, 130., 133., 135, 142., 153,
154. 6rnekler) PRA tarama sonucu negatif iken tanimlama
sonuglar pozitif, 13 6rnektede (25., 88., 94., 103., 114,
117., 120., 131., 134., 136., 146., 147., 154. drnekler) PRA
tarama sonucu pozitifken tanimlama sonucu negatif
bulunmustur. ELISA PRA Smuf-II tarama ile tanimlama
analizi arasinda ise 4 O6rnekte uyumsuzluk saptanmistir. Bu
orneklerin 4’iinde (73., 74., 131., 146. ornekler) PRA
tarama Sif-II sonucu negatif iken ayni yontem ile
tanimlama sonuglar1 pozitif bulunmustur (sirasiyla; %35,
%3, %15 ve %50).

Luminex tanimlama analizinde toplamda 3/154 (%2) 6rnek
Luminex tarama sonuglari ile uyumsuzluk gosterdigi
saptanmistir. Ayrintili olarak incelendiginde Luminex PRA
Sinif-I tarama ile tanimlama analizi arasinda 1 Ornekte
uyumsuzluk saptanmustir. Bu 6rnekte (147) Luminex PRA
Sinif-I tarama sonucu pozitif iken tanimlama sonucu negatif
(%0) bulunmustur. Luminex PRA Smmf-1l tarama ile
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tanimlama analizi arasmda 2 Ornekte uyumsuzluk
saptanmistir. Bu iki ornekte (38. ve 82.) Luminex PRA
Sinif-II tarama sonucu negatif iken tanimlama sonuglari
pozitif (%42 ve %21) bulunmustur.

Tartisma

Bu ¢alismada inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi
Hastanesinde diyalize giren ve bdbrek nakli olmay1
bekleyen 154 hastanin ELISA ve Luminex yontemleriyle
caligilan PRA tarama ve tanimlama sonuglari retrospektif
olarak degerlendirilmistir. Yapilan analizlere gore; ELISA
PRA ve Luminex PRA sinif I tarama sonuglari arasinda
%87 uyum bulunurken, PRA smif II tarama sonuglari
arasinda %80 uyum bulunmustur. Luminex PRA tarama
testinde ELISA yontemiyle bulunan sonuglara gore daha
fazla pozitiflik saptanmustir. Her iki ydntemle yapilan
tanimlama sonuglar1 arasinda ise toplamda %72 uyum
saptanmistir. Bunun disinda ayni yontemin tarama ve
tanimlama sonuglar1 incelendiginde; ELISA PRA tarama ve
tanimlama sonuglarinin = %19 oraninda uyumsuzluk
gosterdigi  belirlenirken, Luminex PRA tarama ve
tanimlama sonuglar1 arasinda %2 gibi ELISA sonuglarina
gore daha az bir uyumsuzluk oldugu belirlenmistir. Anti-
HLA antikorlar1 bobrek nakli i¢in zorlu bir engeldir (6). Bu
nedenle, HLA antikorlarinin spesifitesi ve panel
reaktivitenin  belirlenmesi temeline dayanarak, hasta
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serumlarinin  dikkatli taranmasiyla bobrek nakillerinin
basart sans1 arttirilabilir (13). Muhtemel solid organ
alicilarinda sensitizasyon diizeyini 6lgmek ve prognozu
ongormek i¢in farkli PRA yontemleri diinya genelinde
kullanilmaktadir (14). Colombo ve arkadaglarmin yaptigi,
bobrek nakli icin bekleyen ve nakil olmus toplam 1421
hastay1 iceren bir calismada PRA tarama yontemi olarak
Luminex ve CDC metodlar1 kullanilmigtir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore iki yontem arasinda %85 uyum oldugu
gosterilmis  ve  bazi  antikorlarin  spesifitelerinin
belirlenmesinde ise CDC metodunun basarisiz oldugu
vurgulanmistir.  Ayrica, Luminex yonteminin daha az
pahali, daha kullanigh ve sonuglarin analizinde belli bir
uzmanlk gerektirmemesi bakimindan bir baska PRA
yontemi olan akim sitometriye gore daha avantajli oldugu
da belirtilmistir (15). Jung ve arkadaglarmin yaptigi bir
caligmada ise bobrek nakli olmus hastalardan elde edilen
toplam 111 serum 6rnegi ELISA, Tepnel-Luminex ve One
Lambda-Luminex PRA yontemleri kullanilarak analiz
edilmistir. ki Luminex ydntemi arasinda belli bir fark
gozlenmezken her iki Luminex yonteminden elde edilen
sonuglarin ELISA’ya gore daha fazla pozitiflik icerdigi ve
her ii¢ yontem arasindaki uyumun 9%62.2 oldugu
belirlenmistir. Sonugta HLA antikorlarinin belirlenmesinde
Luminex yonteminin ELISA’ya gore daha sensitive oldugu
ve transplantasyon laboratuarlarinda rutin bir test olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (16). Ulkemizde yapilan bir
calismada ise Kurtulmus ve arkadaslart kronik bdbrek
yetmezligi olan hastalardan elde ettikleri serumlarin
analizinde akim sitometri PRA ve Luminex PRA
yontemlerini kullanmiglardir. Simif T PRA testinin her iki
yontem arasindaki uyumu %67.6 bulunurken, smif II PRA
testi sonuglart %70.7 uyum goOstermistir. Bu c¢alismanin
sonuglarina gére Luminex yontemiyle daha fazla pozitiflik
tespit edilmistir (1). Muro ve arkadaslari, bobrek nakli
olmus tek bir olguya ait serum Ornegini dort farkli PRA
yontemi ile analiz etmiglerdir. CDC, ELISA ve akim
sitometri ile tespit edilemeyen antikorlarmm Luminex
yontemiyle tespit edildigi, bu sonuglar 15181inda da Luminex
yonteminin antikor belirlemede diger yontemlerden daha
giivenli ve sensitive oldugu sonucuna varmuslardir (11).
PRA yontemlerinin birbirlerine goére istlinliiklerinin
tartisildigt Picascia ve arkadaslarmmin yaptigi derlemede
solid faz teknolojilerin CDC yonteminden daha sensitive ve
spesifik  oldugu ve ayrica Luminex yaklagiminin
ELISA’dan kesinlikle daha hassas oldugu belirtilmistir (2).
Tait ve arkadaglarinin yaptig1 bir derlemede ise tim organ
nakilleri &ncesinde HLA antikorlarimin belirlenmesinde
Luminex yontemlerinin ELISA’dan daha biiyiik hassasiyete
sahip oldugu vurgulanmigtir (12). Yapilan mevcut literatiir
taramasi sonuglarina gore bulgularimizin literatiirle uyumlu
oldugu sonucuna varmis bulunmaktayiz.

Sonug¢

Sonu¢ olarak nakil Oncesinde hasta serumundaki
antikorlarm yogunlugunun ve tiiriiniin tespit edilmesi son
derece 6nemlidir (17). Teknolojide yasanan hizli gelismeler
muhtemelen yakin gelecekte PRA testlerini daha kullanigh
hale getirecektir (7). Bizim sonuglarimiza goére ise nakil
oncesi rutin PRA analizi icin ELISA ydntemi yerine
Luminex yonteminin kullanilmasi; dogru ve hizli sonug
alinabilmesi bakimmdan 6nemlidir.
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