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1. HLA YAPISI, GELiSiMi VE iISLEVLERi

HLA kisaltmasmin karsiliinin Human Le-
ucocyte Antigens olduguna bircok yerde rastlan-
maktadir. Oysa baslangicta bu terim, ilk tammla-
nan HLA A antijenlerine atfen, Human Leukocyte
antigens series A icin kullanilmis ancak daha son-
ra tammmlanan diger histokompatibilite bélgelerinin
de bu terim kapsamina girdigi goértilmektedir.
HLA'min bugiin en ¢ok kullanildig: alan, transplan-
tasyon immunolojisidir. Oysa bu konu ile ilk ug-
rasmaya baslayanlar, timér immunolojisi konusu-
nu arastiranlar olmustur. Yaklasik 100 yil kadar
once, farelerde spontan gelisen timorlerin yine ay-
n1 farede kendiliginden kaybolabildigini farkedin-
ce, bu tamorleri hasta fareden alip saghklh fareye
aktarma girisiminde bulunuldu. Amagclar ttimoérle-
ri uzun slire yasatarak arastirmalarini ilerletebil-
mekti. Ancak timoér transplantasyonu farelerin co-
gunda htisranla sonuclandi. Akraba fareler arasin-
da transplantasyonun basarili oldugunun farkedil-
mesi, bugtinki bilgilerimizin temelini olusturmak-
tadir.

Bu sonugclari, dogal olarak, doku naklindeki red
olaymin sadece timoér dokusuna karsi mi yoksa
ayni zamanda saghkli dokulara karsi da olup ola-
miyacagl sorusu izledi. Nitekim birbirine ¢ok yakin
veya daha uzak akrabalik gosteren fareler arasin-
da yapilan transplantasyon deneyleri doku reddin-
de rol oynayan gen bolgelerinin saptanmasini sag-
ladi. Boylece farelerde bir bolgenin ¢ok gticlu etki-
si oldugu, bunun disinda yer alan 10-20 kadar da-
ha daha zayif etkide bolgenin bulundugu anlasildi
ve bu genlerin timiine doku uyum bdélgesi (tissue
histocompatibility loci) adi verildi. Farelerdeki bu
ilk calismalar sonucunda bu genlere histokompati-
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bilite antijeni karsiligl olarak H-2 ad1 verildi.

Insanlarda ise en giiclii etkiye sahip olan bélge,
esas doku uyum bileskesi ( major histocompatibi-
lity loci=MHC) olarak adlandirilirken digerleri de
ufak doku uyum bileskesi (minor histocompatibi-
lity complex=mHC) olarak tanimlandi. 11 Nisan
1958 de ikiz dogum yapan bir gebede asir1 kanama
nedeniyle uygun kan grubundan kan transfiizyo-
nunu takiben gelisen hipotansiyon,titreme ile sey-
reden tablonun neden ortaya ciktig1 arastirihrken,
hastanin multipar oldugu ve buna bagh olarak se-
rumunda transfiize lokositleri agglutine eden pa-
ternal HLA molekiillerine karsi gelismis ytuksek tit-
rede alloantikorlarin varlig ilk kez gosterildi. Boy-
lece hticresel yontemle HLA tiplerinin ve farklilhikla-
rmin saptanmasina baslanildi. ilk saptanan allo-
antijen bugiin HLA-A2 olarak bildigimiz ancak
1954 yilinda Mac adi verilen antijenin Dausset ta-
rafindan kesfidir. Bunu bugtin Bw4 ve Bw6 olarak
bildigimiz genis(broad) antijenlerin 1963'te van Ro-
od tarafindan bulunmas izledi. Bir yil sonra Bod-
merler HLA A grubunu tamimladilar ve Mac antije-
nini icerdigini gosterdiler. MHC yi olusturan gen
boélgesi bugin icin olduke¢a iyi tamimlanmis bulun-
maktadir (Sekil 1). Bu genlerden transplantasyon
immunolojisi agisindan en buyldk o6neme sahip
olanlar Class I ve Class II genleridir. Zaman gectik-
¢e HLAnin yapisinin ne kadar polimorfik ve karma-
sik oldugu ortaya cikmaya basladi ve boylece HLA
insan immumolojisinin énemli bir bélimunt olus-
turmayi basarda.

Eldeki yontemler oncelikle antijenlerin saptan-
masina olanak verdi. Klein MHC antijenlerini eksp-
resyon Ozellikleri ve birbirleri ile iliskilerine goére iki
sinifa ayirdi:
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Sekil 1. Major Histokompatibilite Kompleksi

Class I antijenler tim c¢ekirdekli hiticrelerin
membraninda tasmir ve CD8 (sitotoksik/ supresor
T lenfositleri ile koprui olusturarak MHC simirl im-
mun yanitin ortaya c¢ikmasimm saglarlar. Class I
molekiliiniin tim bireylerde ortak olan, 15.kro-
mozomdan kodlanan ve hafif zincir(beta) 6zelligin-
de bir alt birimi vardir: beta-2 mikroglobulin. Bu-
nun disinda 6.kromozom tizerindeki MHC bélgesi
tarafindan kodlanan bir agir (alfa zinciri)bulun-
maktadir (Sekil-2). Agir zincirleri kodlayan Class I
genleri HLA-A, -B,-C,-E,-F ve -G islevsel HLA izo-
formlarimi olusturur. Bunlardan ilk tct klasik
Class I antijenlerini sentezletir. Klasik olmayan
HLA-E,-F ve -G ise dogal élduirticti hticreler ile ilis-
kili immun yanitta gérev almaktadirlar. Buna ila-
veten HLA-H,-J,-K ve -L olarak adlandirilan ve bu-
gun icin hentiz immunolojik 6zelligi olmadig1 diisi-
nulen yalanci genler bulunmaktadir. Ttm bireyler-
de, 6.kromozom HLA-A dan -G ye kadar tim alti
bolge genleri bulunurken bazi bireylerde HLA-H
yalanci gen bolgesini iceren delesyonlar saptan-
mistir. Molektuiler HLA Class I tiplendirilmesinde
kodlama ve polimorfik 6zelliklerine sahip ekson 2,
en cok kullanilan bélgedir. MHC Class I molekiille-
rinin esas gorevi, hiicre icerisindeki peptidleri htic-
re ylizeyine tasimaktir. Burada amaclanan, 6rne-
gin bir viral enfeksiyon sirasinda sentezlenen viral
peptidlerin hiicre ylizeyine tasmmasini ve boylece
bireye ait olmayan bu molekiillerin sitotoksik T
lenfositleri tarafindan tanimmmasinm saglayarak en-
fekte huicrelerin oldtirtilmesine giden stireci baslat-
maktir (Sekil3 ve 4a).

Class II molekiilleri ise sadece baz1 hiticrelerin
ornegin monositler, aktive T lenfositleri ve B lenfo-
sitleri ile Langerhans ve dendritik hticrelerin ytize-
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Sekil 2. HLA Class| ve Class Il molekiilleri

yinde bulunabilmektedirler. Kisacas1 sadece anti-
jen sunan htcreler Class II molekullerini ytizeyin-
de tasirlar denilebilir. Bu bolge genleri 6 kromozom
luzerinde yerlesmis olan bes izoform (HLA-DM,-
DO,-DP,-DQ ve -DR) ve her birinin hem alfa ve hem
beta zincir genleridir (Sekil-1, 2,ve 4b). Sonucta
klasik Class II antijenleri olan HLA-DR, DQ ve
DP'nin sentezlenmesini saglarlar. Class II antijen
ve genlerinin hepsinde ortak D harfinin bulunma-
sinin nedeni bu antijenlerin varligim gosteren se-
olojik yontem disinda farkl bir yéntem olarak htic-
re kulturtine dayanan bir cesit MLC (Mixed
Lymphocyte Culture) reaksiyonu ile gosterilen
HLA-A,B ve C den sonra gosterilen bir antijen,
HLA-D olarak adlandirilmasindan kaynaklanmak-
tadir. Daha ilerki tarihlerde alloreaktif antikorlarin
yardim ile de HLA-DR ve DQ antijenleri tamimla-
nabilmistir. HLA-DP i¢in bu yéntem gecerli olama-
mistir. HLA-DQ'nun alfa ve beta zincirini sentezle-
yen genler HLA-DQA1 ve HLA -DQB1 olarak adlan-
dirtlir. Al ve B1 genleri peptid baglayan bolgeleri
kodlarken A2 ve B2 bdélgeleri ise immunglobulin
benzer yapida molekiilleri kodlar. DRB genlerinin
ancak %6 kadar1 kodlama yapar ve eksonl-6 ola-
rak swralanmislardir. Ekson 1 sinyal peptidi icin
kodlama yaparken, ekson 2 polimorfik olan B1 bol-
gesi, ekson 3 korunan B2 bolgesi, ekson 4-6 ise
transmembran ve sitoplazmik boéltiimler icin kodla-
ma yaparlar. Molektiler HLA DRB1 incelemelerinde
genellikle ekson 2 incelenir.

Terminolojik olarak HLA-DRB1*0401 gibi bir

43



BEKSAG M.

HLA ve Doku Tiplendirilmesi

Figure 19.1-12. MHC Class | Molecule With
Bound Peptids, Top View

Sekil 3. HLA class ile peptid baglanma iligkisi

ornek verildiginde anlatilmak istenen sudur: Mole-
kuler tiplendirme sonucunda(* bunu gostermekte-
dir) Class II nin R ailesinde betal zincir geninde
0401 allelik varyanti saptanmistir. Bu alele karsi-
lik gelen bir serolojik antijen HLA-DR 04'tir. Bas-
ka bir 6érnek olarak HLA-DRB1*0402 ise serolojik
olarak yine aym reaksiyonlarn verdigi icin ancak
molekiiler tiplendirme ile diger varyantlardan ayirt
edilebilir. Saptanan allelin serolojik karsilig1 olan
numara ilk iki rakam olustururken bunu takip
eden 2 basamakta molektiler tiplendirme ile ulasi-
lan ytiksek ¢coztintirltkteki alel tipi verilir. Eger di-
stk coztinurlikte bir analiz yapildi ve 3. ve 4. ba-
samak karsiliklar bilinmiyor ise bilinmiyor anla-
mina gelecek sekilde "XX" koyulacaktir, Or:
HLADRB1*04XX. HLA-DR bolgesi genlerinin yapisi
biraz karmasiktir. Burada da hem islevsel olan
hem de yalanci gen 6zelliginde boélgeler ustelik te
aralarinda belli bir diizenleme icerisinde bulun-
maktadirlar. Bunlara DRB haplotipleri denilmekte-
dir (Tablo1). Bir 6nceki 6rnekte verilen HLA-DR 04
ile bu haplotiplerden serolojik olarak saptanabilen
DR 53 eslik edebilmektedir. Class II molektillerinin
de Class I molekiillerine benzer gérevleri vardir.
Burada en onemli farklilik, Class I molektllerinin
genellikle endojen kokenli peptidleri, Class II mole-
kullerin ise ekzojen kokenli peptidleri baglayarak
hiicre membranina tasimasi ve eliminasyonunda
rol oynamalaridir. Ayrica Class I ve II molekilleri-
nin yapisal farklhiliklar1 da baglayacaklar1 peptidin
ozelliklerini ve baglanma guictint farkhh kilmakta-
dir. Class I in daha kivriml ve ug¢larn kapali yapi-
s1,Class II ye oranla daha ktictik peptidleri bagla-
maya olanak verir. Oysa Class II daha acik ve da-
ha daz yapis: ile bliytk peptidleri, kenarlan disa
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tassa da, baglamaya musaittir. Monosit,B lenfositi
gibi Class II molekiilleri sentezleyebilen hticrelere
fagositozla alinan ve lizozomlarda peptidlere parca-
lanan proteinler HLA-DM molektiliintin yardim ile
Class II molekultne baglanir. Olusan MHC-peptid
kompleksi ekzositozla hiicre membranina tasmnir.
Burada devreye CD4 yardimci lenfositler girer. T
lenfosit reseptora ile Class II molekulti arasinda
olusan képrii sonucunda yardimel T lenfositinden
interferon sentezi baslar. Interferon ise uyaran
hticreden daha fazla Class II molekult yapilmasim
dolayisiyle daha gticli bir immun yanitin ortaya
cikmasim saglar (Sekil 4b ve sekil-3 ve -6). Tum T
lenfositleri, hemen ttim Class I antijenlerini tam-
maktadirlar. Ancak Bw4 antijeni dogal 6ldirtict
htuicre reseptorlerine baglanabilmektedir.

Immun yamtta MHC nin rolii, MHC antijenleri-
nin kesfi,ve fare immunogenetigindeki basarilarin-
dan dolay1 Benacerraf, Dausset ve Snell 1980 yilin-
da Nobel Tip 6diline layik gértilmustir. Zinkerna-
gel ve Doherty de 1996 da immun sistemin virusle
enfekte hticreleri tanimasimmin MHC ile siirh oldu-
gunu kanitlayan ve hticresel immunitenin 6zgalla-
gunu gosteren calismalarindan dolayr Nobel Fizyo-
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Sekil 5¢c. HLA -DR antijenleri arasinda garaz reaksiyonlar
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Sekil 5b. HLA -B antijenleri arasinda garaz reaksiyonlar

loji 6diltine hak kazanmislardir.

HLA'nin bu kadar polimorfik olmasimnin neden-
leri soyle aciklanmaktadir. HLA molekitilleri tipleri-
ne gore hangi hiicrelerde bulunacagr degismekle
birlikte hiicre ytizeyinde yer alan glikoprotein yapi-
sinda molekullerdir. HLA molekiillerinin en énem-
li gérevinin hiicre ici veya hticre disi1 kaynaklh pep-
tidleri baglayarak bunlarin hticreden uzaklastiril-
masi ve bu arada da immun yamti diizenlemesi ol-
dugu icin dogadaki peptid polimorfizmi beraberin-
de HLA polimorfizmini de getirmistir. HLA molektil-
leri tizerindeki ktictik girintiler ve peptid baglanma
noktalan Sekil 5'te gortilmektedir. HLA polimorfiz-
mini aciklamak tizere cesitli teoriler gelistirilmistir.
Bunlardan en cok ragbet gorenler pozitif veya ne-
gatif seleksiyon teorileridir.
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Tablo 1. HLA Class Il haplotipleri
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Kiiciik Doku Uyum antijenleri (Minor Histo-
compatibility Antigens)

Kuiciik doku uyum antijenleri (mHag), MHC
molektllerine baglanan ve T lenfositler tarafindan
tanmman immunojenik peptidlerdir. HLA uyumlu
bireyler arasinda yapilan nakillerde de GVHH na
rastlanilmasinin nedenleri arastirilirken Goulmy
ve ark.alic1 ve vericinin mHag arasinda farkhilikla-
rin1 saptamislardir. Bu peptidler de MHC ye bagla-
narak T lenfositlere tamitilirlar. Her bireyin farkl
MHC antijenlerini tasimasi nedeniyle minor doku
uyum antijenleri farkh bireylerde farkl sekilde re-
aksiyona sebep olurlar. Baz1 kisilerin MHC mole-
kulleri bu peptidleri baglayamaz ve immun yanit
olusturamazken bazilarininki bir immun yamt
olusmasina neden olurlar. Bu peptidler genel ola-
rak Class I molekuller araciligl ile tamtilir ve nakil
yapilmis hastalarda verici kaynaklh bu peptidlere
Ozgun sitotoksik T lenfositler gelisebilir. Doku ve
organ nakillerinde 6nemi gosterilmis mHAg ler ara-
sinda HA-2, HA-3, HA-4, HA-5 ve sadece Y kromo-
zomunda bulunan H-Y sayilabilir. Bu antijenlerin
tanmmasi bugiin icin sadece molekiiler yontemler-
le miimkuin olabilmektedir. Panel giderek artmak-
la birlikte ilk olarak HLA-AO2 i¢cin mHag primerleri
sentezlenmistir ve tim HLA tipleri icin hentiz
mumkun degildir..

2. DOKU TiPLENDIiRILMESi YONTEMLERI

2a. Serolojik Yontemler

HLA antijenlerinin kesfini saglayan serolojik
yontemlerdir. Baslangicta makroaglutinasyon testi
ile cok miktarda serum ve hiicre stispansiyonu( 2
damla=100 pl ) kullanilarak HLA antikorlar varl-
ginda hicrelerin aglutine olmasi bekleniyordu. Bu
yontemle tiim antikorlarn, 6zellikle IgG yapisinda
antikorlarin saptanamayabilecegi asikardir. Daha
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sonralar Terasaki yéntemi mikro boyuta tasiyarak
ve kompleman bagiml sitotoksisiteden yararlana-
rak halen gintimtizde kullanilmakta olan mikro-
lenfositotoksisite yéntemini (aym zamanda Nati-
onal Institute of Health ydntemi olarak ta bili-
nir)gelistirdi. Burada kullanilan serum miktar1 1ul
ye indirilmistir. Onceden icerisine cesitli HLA Class
I veya II antijenlerine kars1 elde edilmis antikorla-
rin dagitildig1 60-72 kuyucuklu plaklar hazirlamr
ve derin dondurucuda saklanir. Calisma asama-
sinda eritilen plaklara incelenecek bireyin lenfosit-
leri her bir kuyuya pml olarak dagitilir. 30 dakika-
Iik bir inkubasyonu takiben yine her kuyuya yak-
lasik 6 ml tavsan kompleman eklenir ve tekrar in-
kubasyona 30-45 dakika devam edilir. Antijen-an-
tikor baglanmasinin oldugu kuyularda hticre 6la-
mu gerceklesecek diger kuyularda ise hucreler
canliliklarini bir stire korumaya devam edecekler-
dir. Olit--canh aymmni yapabilecek bir boyama
sistemi ile mikroskopta ilk okuma yapilir. Bunun
sonucunda 6ltm gerceklesen kuyulardaki HLA an-
tijenlerinin genis, 6zgiil antijenler olmasi ve capraz
reaksiyonlar gibi durumlar degerlendirilerek rapor
hazirlanir. Bu asamalar HLA tzerine yuratulen
Workshoplarin yardim ile buiytk ilerleme goster-
mistir. 1964 yilindan beri 6nceleri daha sik son yil-
larda ise 5 yilda bir olmak tizere Uluslararas1 HLA
Calistaylann dtizenlenmektedir. Son Calistay (13.)
2001 de Kanada'da gerceklesmistir. Buna gore
HLA-A,-B,-C,-E,-F ve -G de alel sayilar sirasiyla
124,258,74,5,1 ve 14'tir. Aym1 Calstay Class II
icin ise alleleri sOyle belirlemistir: DRB1, DQAI,
D@B1, DPA1, DPAl: 221,19,39,15,84. Bunlarnn
disinda da aleller mevcut olmakla birlikte sayilarn
az oldugu icin Uzerinde durulmamaktadir. TGm
Diinya tizerinde yeni bir antijen veya alel tamimlan-
diginda bu veri Calistaylara tasinmakta ve veriler
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Tablo 2. HLA broad(iisttip) ve split(alttip) antijenlere rnekler
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paylasilmaktadir. Serolojik yontemlerde elde edilen
sonugclar split(alt grup) sonucu olarak verilmelidir.
Broad(tist grup) sonucu yeterli veri degerine sahip
degildir (Tablo-2). Ornegin HLA-DR5 bir broad an-
tijendir. DR11 ve DR12 bunun split antijenleridir.
Birbirlerinden énemli aminoasit farklihiklar1 géster-
mektedir. Bir raporda DR5 olarak gosterilen bir
hasta sonucu baska bir merkezde kardesine ait so-
nu¢ DR12 olarak gosterildiginde konuya yabanci
olan kisilerce farkhilik olarak degerlendirilmekte-
dir. Alt grup raporlandirilma bu sorunu da ortadan
kaldirmaktadir. Baz lokus isimlerinden sonra go-
rilen "w" harfi, HLA allelerinin yeni tanimlandig:
doénemlere dayanan bir terminolojidir. Bu tarihler-
de tizerinde halen calisiimakta olan antijenleri ta-
nimlamak icin kullamilmissa da artik gen dizileri-
nin tamimlanmasi nedeniyle buna gerek kalmamis-
tir. Ancak bazi durumlarda 6rnegin Bw4 ve 6 ve
Cw gibi antijenler i¢cin kullamimi stirmektedir.

Serolojik tiplendirme eger Class II icin yapila-
caksa B lenfosit izolasyonu veya T lenfosit, mono-
sit eliminasyonu gereklidir. Her zaman yeterli B
lenfositi elde edilemeyebilir. Ayrica ortama monosit
vs gibi kolay 6len hticrelerin karismasi sonuclarin
ozgulligint engellemektedir. Bunun disinda kul-
lanilan plaklarm farkli olmasi gereklidir. Gunu-
muizde Class II icin molektiler yontemlerin daha
guivenilir olmas1 nedeniyle serolojik yodntemlerin
yerini almistir. Ancak bir Doku Tiplendirmesi La-
boratuvarinin karsilastirmak amaciyla bu yontemi
de korumasi gereklidir.

2b. Molekiiler Tiplendirme Yontemleri

Son yillarda ttim alanlarda oldugu gibi HLA ko-
nusunda da molekiler yontemler hizla gelisme
gostermistir. Ayrica DNA boyutunda bu kadar po-
limorfizmin oldugu bir gen icin ideal olan da bu-
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dur. Bu gelisme kandan hiicre aynistirilmasi gibi
zahmetli ve pahali yontemleri ortadan kaldirirken
notropenik bireylerde de calisma yapilabilmesini,
kan dis1 dokulardan da DNA izolasyonunu miim-
kiin kilmaktadir.

Bu amagcla kullanilan PCR tabanli yéntemler
sunlardir:

Dizilime Ozgii Oligoniikleotidlerin Kullanil-
dig1 Tiplendirme(Sequence Specific Oligonucle-
otide typing (SSO))

Hedeflenen dizilimdeki en degisken bolgeleri

47




BEKSAG M.

HLA ve Doku Tiplendirilmesi

tiplendirmeye yoneliktir. Bu amacla kullanilan
problar olduke¢a kisa (yaklasik 18-22 baz) uzunluk-
ta olup isaretlenmistir. Hibridizasyon o6ncesinde
thermal cycler cihazinda lokusa 6zgliin primerler
kullanilarak incelenecek HLA lokusu amplifiye edi-
lir. DNA nin amplifikasyonu sirasinda biotin ile
isaretlenmis primerler kullanilir.. Amplifikasyonu
takiben olusan amplikonlar kullamlarak yapilan
hibridizasyon islemi solid bir ortam tizerinde (or:
naylon bir membran, kuyucuklar ya da boncuklar)
gerceklesir. Oligonukletid problar, DNA daki allele
6zglin ise membran tizerinde bu problar ile ampli-
fiye olmus DNA arasinda hibridlesme olur ve bir y1-
kama islemini takiben ortama enzim ile isaretlen-
mis olan avidin eklenmesi biotin-avidin etkilesme-
sinden yararlanarak hibridizasyon sonucunda
membrana baglanan DNA nin da enzim ile isaret-
lenmesini saglar. Daha sonra ortama enzimin
substrati eklenerek hangi oligonukleotid prob ile
baglanma oldugu; dolayisiyla bireyin hangi HLA al-
lelini tasidig) gosterilmis olur. Solid ortama bagh
olanin amplifiye olmus DNA degil de oligonukle-
otidler olmas1 durumunda olay "Reverse"olarak ta-
nimlanir. Son zamanlarda gelistirilmis olan bir tek-
nikte ise aym reaksiyon tibiinde bulunan 100
farkl renkli boncuk tizerine baglanmis olan herbi-
ri farkl olan problar kullanilarak yapilan ¢alisma-
lar vardir(Luminex). Bu yontemde ttiplerdeki flore-
sans olciimine dayali bir degerlendirme sistemi
kullanilir. HLA classlI i¢in genellikle en polimorfik
olan ekson 2, Class I i¢in ise ekson 2 ve 3 e yone-
lik primer setleri kullanilmaktadir. Hibridizasyonu
degerlendirme asamasinda elektroforez uzerinde
olusan bantlar, DNA ya baglanan etidium bromiir
gibi bir boya kullanilarak ultraviyole 1sik altinda
fotograflanir veya striplerde veya mikrokuyucuklu
plaklarda kemolimunisansa dayali olarak ortaya
cikarillip goruntiilenir. Komplimenter boélge mev-
cutsa pozitif reaksiyon saptanir aksi takdirde ne-
gatif reaksiyon gozlenir. Reaksiyonlarin degerlendi-
rilmesi i¢in basit bilgisayar programlarina gereksi-
nim vardir.

Dizilime Baglh Hazirlama(Sequence Specific
Priming (SSP))

Bu metod da bir 6nceki bilgileri kullanir ancak
farkli olarak hedef bolgeyi(alel) amplifiye edecek
primerler kullanilir. Amplifikasyondan sonra olu-
san amplikonlarin gosterilmesi icin genellikle jel
veya benzeri bir ortamda elektroforez islemi gerek-
tirir. PCR reaksiyonunun c¢alistifindan emin olmak
icin her reaksiyon tiibtine internal kontrol amaciy-
la polimorfik olmayan htuicresel bir proteini kodla-
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yan gene 6zgun bir primer seti daha eklenir Boyle-
ce pozitif reaksiyon olan ttiplerde iki adet PCR tru-
nu gorunur hale gelirken, negatif olarak degerlen-
dirilen reaksiyonlarda sadece internal kontrol i¢in
kullanilan genin amplifiye oldugu gorultir. Deger-
lendirme asamasinda bilgisayar programlarina ge-
reksinim vardir.

Elde edilen sonuclarin karmasikligini ¢6zmek
ve daha duyarhh sonuclar verebilmek icin 2. ve3.
ekson disindaki bélgelere 6zgliin amplifikasyonla-
rin da yapilmasi gerekebilir.

Dizilim Analizine Dayanan Tiplendirme(Se-
quence Based Typing (SBT))

Bu yontemde hedef dizilim, ytiksek o6zgulliikte
primerler ve her biri farkl renkte boyanmis bazlar
kullanilarak saptanir. ilk asamada yine dizilime
6zgun primerler ile olusturulan amplikonlar bu ca-
hsmanin "template" ini olusturur. Uzama asama-
sinda reaksiyon durdurularak dizilim tam olarak
saptanir. Bdylece serolojik olarak saptanamayan
birbiri ile yliksek benzesim gosteren allelerin ayirt
edilmesi, mutasyonlarin saptanmasi1 mimkuin ola-
bilmektedir. Bu yontem kardesler arasi nakiller
icin gerekli olan bir tiplendirme yéntemi degildir.
Ancak nadiren serolojik karsilig1 olmayan veya SSP
veya SSO ile molektler tiplendirme yapilamayan
nadir veya tuhaf HLA tiplerinde, akraba dis1 nakil-
lerde alici-verici farkililiklarini saptamada kullanil-
masl yararhdir.

Bu sayillanlar disinda da hiicresel,biyokimyasal
veya molektler tabanli ama yaygin olarak kullanil-
mayan yontemler bulunmaktadir. Az kullamilmala-
r1 nedeniyle bu konulara deginilmemistir. TGm
yontemlerin kullanilmasina karsilik yine de prob-
lemler engellenememektedir. Bunlara ambiguiti-
es(tuhafliklar) denilmektedir. Bircok HLA aleli ara-
sinda ortak olan dizilimler mevcuttur. Bu da mole-
kuler tiplendirme sirasinda heterozigot kombinas-
yonlarin olusmasina yol a¢cmaktadir. Bu durumda
baska yontemler ve baska doku 6érnekleri ile ¢calis-
malarn tekrarlanmasi énerilir. Bu calismalar sira-
sinda anne ve babanin incelenmesi homozigotluk,
linkeage disequilibrium ve haplotip tamimlamasi
acisindan gerekebilir.

Son gelismelerin ve molekiiler yontemlerin kul-
lanima girmesi ile HLA tiplendirilmesinde gtiveni-
lirlilik oram %45(Classl) ve %31(Class II) den her
ikisi icin %97 ye yukselmistir.

Ancak burada cok énemli husus Doku Tiplen-
dirmesi ile ugrasanlarin bu konuda devaml ve ka-
liteli egitim almasi, performanslarimi Uluslararasi
Kalite Programlarn ve yine Uluslarasi akreditasyon
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ile kanitlamalarn gerekliligidir. Maalesef yurdu-
muzda hentiz sadece iki Laboratuvar bu asamaya
gelebilmistir ama en az 20 adet Doku Tiplendiril-
mesi yapan Laboratuvar mevcuttur. Bu kosullarda
Ulkemizde akraba disi géntillii verici Bankalarimin
veri kalitesinin ne diizeyde homojen olacag: tartis-
malidir. Tim gelismelerin 1s18inda HLA nin énemi
azimsanmamali veya abartilmamali ne kadar pa-
hali yéntemler oldugu unutulmadan yerinde ve
dogru analizlerle ideal alici-verici ciftlerinin sap-
tanmasi hedeflenmelidir.
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