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1. HLA  YAPISI, GEL‹fi‹M‹ VE ‹fiLEVLER‹
HLA k›saltmas›n›n karfl›l›¤›n›n Human Le-

ucocyte Antigens oldu¤una birçok yerde rastlan-
maktad›r. Oysa bafllang›çta bu terim, ilk tan›mla-
nan HLA A antijenlerine atfen, Human Leukocyte
antigens series A için kullan›lm›fl ancak daha son-
ra tan›mlanan di¤er histokompatibilite bölgelerinin
de bu terim kapsam›na girdi¤i görülmektedir.
HLA'n›n bugün en çok kullan›ld›¤› alan, transplan-
tasyon immunolojisidir. Oysa bu konu ile ilk u¤-
raflmaya bafllayanlar, tümör immunolojisi konusu-
nu araflt›ranlar olmufltur. Yaklafl›k 100 y›l kadar
önce, farelerde spontan geliflen tümörlerin yine ay-
n› farede kendili¤inden kaybolabildi¤ini farkedin-
ce, bu tümörleri hasta fareden al›p sa¤l›kl› fareye
aktarma girifliminde bulunuldu. Amaçlar› tümörle-
ri uzun süre yaflatarak araflt›rmalar›n› ilerletebil-
mekti. Ancak tümör transplantasyonu farelerin ço-
¤unda hüsranla sonuçland›. Akraba fareler aras›n-
da transplantasyonun baflar›l› oldu¤unun farkedil-
mesi, bugünkü bilgilerimizin temelini oluflturmak-
tad›r. 

Bu sonuçlar›, do¤al olarak, doku naklindeki red
olay›n›n sadece tümör dokusuna karfl› m› yoksa
ayn› zamanda sa¤l›kl› dokulara karfl› da olup ola-
m›yaca¤› sorusu izledi. Nitekim birbirine çok yak›n
veya daha uzak akrabal›k gösteren fareler aras›n-
da yap›lan transplantasyon deneyleri doku reddin-
de rol oynayan gen bölgelerinin saptanmas›n› sa¤-
lad›. Böylece farelerde bir bölgenin çok güçlü etki-
si oldu¤u, bunun d›fl›nda yer alan 10-20 kadar da-
ha daha zay›f etkide bölgenin bulundu¤u anlafl›ld›
ve bu genlerin tümüne doku uyum bölgesi (tissue
histocompatibility loci) ad› verildi. Farelerdeki bu
ilk çal›flmalar sonucunda bu genlere histokompati-
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bilite antijeni karfl›l›¤› olarak H-2 ad› verildi. 
‹nsanlarda ise en güçlü etkiye sahip olan bölge,

esas doku uyum bileflkesi ( major histocompatibi-
lity loci=MHC) olarak adland›r›l›rken di¤erleri de
ufak doku uyum bileflkesi (minor histocompatibi-
lity complex=mHC) olarak tan›mland›. 11 Nisan
1958 de ikiz do¤um yapan bir gebede afl›r› kanama
nedeniyle uygun kan grubundan kan transfüzyo-
nunu takiben geliflen hipotansiyon,titreme ile sey-
reden tablonun neden ortaya ç›kt›¤› araflt›r›l›rken,
hastan›n multipar oldu¤u ve buna ba¤l› olarak se-
rumunda transfüze lökositleri agglutine eden pa-
ternal HLA moleküllerine karfl› geliflmifl yüksek tit-
rede alloantikorlar›n varl›¤› ilk kez gösterildi. Böy-
lece hücresel yöntemle HLA tiplerinin ve farkl›l›kla-
r›n›n saptanmas›na bafllan›ld›. ‹lk saptanan allo-
antijen bugün HLA-A2 olarak bildi¤imiz ancak
1954 y›l›nda Mac ad› verilen antijenin Dausset ta-
raf›ndan keflfidir. Bunu bugün Bw4 ve Bw6 olarak
bildi¤imiz genifl(broad) antijenlerin 1963'te van Ro-
od taraf›ndan bulunmas› izledi. Bir y›l sonra Bod-
merler HLA A grubunu tan›mlad›lar ve Mac antije-
nini içerdi¤ini gösterdiler. MHC yi oluflturan gen
bölgesi bugün için oldukça iyi tan›mlanm›fl bulun-
maktad›r (fiekil 1). Bu genlerden transplantasyon
immunolojisi aç›s›ndan en büyük öneme sahip
olanlar Class I ve Class II genleridir. Zaman geçtik-
çe HLAn›n yap›s›n›n ne kadar polimorfik ve karma-
fl›k oldu¤u ortaya ç›kmaya bafllad› ve böylece HLA
insan immumolojisinin önemli bir bölümünü olufl-
turmay› baflard›. 

Eldeki yöntemler öncelikle antijenlerin saptan-
mas›na olanak verdi. Klein MHC antijenlerini eksp-
resyon özellikleri ve birbirleri ile iliflkilerine göre iki
s›n›fa ay›rd›: 
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Class I antijenler tüm çekirdekli hücrelerin
membran›nda tafl›n›r ve CD8 (sitotoksik/ supresör
T lenfositleri ile köprü oluflturarak MHC s›n›rl› im-
mun yan›t›n ortaya ç›kmas›n› sa¤larlar. Class I
molekülünün tüm bireylerde ortak olan, 15.kro-
mozomdan kodlanan ve hafif zincir(beta) özelli¤in-
de bir alt birimi vard›r: beta-2 mikroglobulin. Bu-
nun d›fl›nda 6.kromozom üzerindeki MHC bölgesi
taraf›ndan kodlanan bir a¤›r (alfa zinciri)bulun-
maktad›r (fiekil-2). A¤›r zincirleri kodlayan Class I
genleri HLA-A, -B,-C,-E,-F ve -G ifllevsel HLA izo-
formlar›n› oluflturur. Bunlardan ilk üçü klasik
Class I antijenlerini sentezletir. Klasik olmayan
HLA-E,-F ve -G ise do¤al öldürücü hücreler ile ilifl-
kili immun yan›tta görev almaktad›rlar. Buna ila-
veten HLA-H,-J,-K ve -L olarak adland›r›lan ve bu-
gün için henüz immunolojik özelli¤i olmad›¤› düflü-
nülen yalanc› genler bulunmaktad›r. Tüm bireyler-
de, 6.kromozom HLA-A dan -G ye kadar tüm alt›
bölge genleri bulunurken baz› bireylerde HLA-H
yalanc› gen bölgesini içeren delesyonlar saptan-
m›flt›r. Moleküler HLA Class I tiplendirilmesinde
kodlama ve polimorfik özelliklerine sahip ekson 2,
en çok kullan›lan bölgedir. MHC Class I molekülle-
rinin esas görevi, hücre içerisindeki peptidleri hüc-
re yüzeyine tafl›makt›r. Burada amaçlanan, örne-
¤in bir viral enfeksiyon s›ras›nda sentezlenen viral
peptidlerin hücre yüzeyine tafl›nmas›n› ve böylece
bireye ait olmayan bu moleküllerin sitotoksik T
lenfositleri taraf›ndan tan›nmas›n› sa¤layarak en-
fekte hücrelerin öldürülmesine giden süreci bafllat-
makt›r (fiekil3 ve 4a).

Class II molekülleri ise sadece baz› hücrelerin
örne¤in monositler, aktive T lenfositleri ve B lenfo-
sitleri ile Langerhans ve dendritik hücrelerin yüze-

yinde bulunabilmektedirler. K›sacas› sadece anti-
jen sunan hücreler Class II moleküllerini yüzeyin-
de tafl›rlar denilebilir. Bu bölge genleri 6 kromozom
üzerinde yerleflmifl olan befl izoform (HLA-DM,-
DO,-DP,-DQ ve -DR) ve her birinin hem alfa ve hem
beta zincir genleridir (fiekil-1, 2,ve 4b). Sonuçta
klasik Class II antijenleri olan HLA-DR, DQ ve
DP'nin sentezlenmesini sa¤larlar. Class II antijen
ve genlerinin hepsinde ortak D harfinin bulunma-
s›n›n nedeni bu antijenlerin varl›¤›n› gösteren se-
olojik yöntem d›fl›nda farkl› bir yöntem olarak hüc-
re kültürüne dayanan bir çeflit MLC (Mixed
Lymphocyte Culture) reaksiyonu ile gösterilen
HLA-A,B ve C den sonra gösterilen bir antijen,
HLA-D olarak adland›r›lmas›ndan kaynaklanmak-
tad›r. Daha ilerki tarihlerde alloreaktif antikorlar›n
yard›m› ile de HLA-DR ve DQ antijenleri tan›mla-
nabilmifltir. HLA-DP için bu yöntem geçerli olama-
m›flt›r. HLA-DQ'nun alfa ve beta zincirini sentezle-
yen genler HLA-DQA1 ve HLA -DQB1 olarak adlan-
d›r›l›r. A1 ve B1 genleri peptid ba¤layan bölgeleri
kodlarken A2 ve B2 bölgeleri ise immunglobulin
benzer yap›da molekülleri kodlar. DRB genlerinin
ancak %6 kadar› kodlama yapar ve ekson1-6 ola-
rak s›ralanm›fllard›r. Ekson 1 sinyal peptidi için
kodlama yaparken, ekson 2 polimorfik olan β1 böl-
gesi, ekson 3 korunan β2 bölgesi, ekson 4-6 ise
transmembran ve sitoplazmik bölümler için kodla-
ma yaparlar. Moleküler HLA DRB1 incelemelerinde
genellikle ekson 2 incelenir.

Terminolojik olarak HLA-DRB1*0401 gibi bir

fifieekkiill 11.. Major Histokompatibilite Kompleksi

fifieekkiill 22.. HLA ClassI ve Class II molekülleri
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örnek verildi¤inde anlat›lmak istenen fludur: Mole-
küler tiplendirme sonucunda(* bunu göstermekte-
dir) Class II nin R ailesinde beta1 zincir geninde
0401 allelik varyant› saptanm›flt›r. Bu alele karfl›-
l›k gelen bir serolojik antijen HLA-DR 04'tür. Bafl-
ka bir örnek olarak HLA-DRB1*0402 ise serolojik
olarak yine ayn› reaksiyonlar› verdi¤i için ancak
moleküler tiplendirme ile di¤er varyantlardan ay›rt
edilebilir. Saptanan allelin serolojik karfl›l›¤› olan
numara ilk iki rakam› olufltururken bunu takip
eden 2 basamakta moleküler tiplendirme ile ulafl›-
lan yüksek çözünürlükteki alel tipi verilir. E¤er dü-
flük çözünürlükte bir analiz yap›ld› ve 3. ve 4. ba-
samak karfl›l›klar› bilinmiyor ise bilinmiyor anla-
m›na gelecek flekilde "XX" koyulacakt›r, Ör:
HLADRB1*04XX. HLA-DR bölgesi genlerinin yap›s›
biraz karmafl›kt›r. Burada da hem ifllevsel olan
hem de yalanc› gen özelli¤inde bölgeler üstelik te
aralar›nda belli bir düzenleme içerisinde bulun-
maktad›rlar. Bunlara DRB haplotipleri denilmekte-
dir (Tablo1). Bir önceki örnekte verilen HLA-DR 04
ile bu haplotiplerden serolojik olarak saptanabilen
DR 53 efllik edebilmektedir. Class II moleküllerinin
de Class I moleküllerine benzer görevleri vard›r.
Burada en önemli farkl›l›k, Class I moleküllerinin
genellikle endojen kökenli peptidleri, Class II mole-
küllerin ise ekzojen kökenli peptidleri ba¤layarak
hücre membran›na tafl›mas› ve eliminasyonunda
rol oynamalar›d›r. Ayr›ca Class I ve II molekülleri-
nin yap›sal farkl›l›klar› da ba¤layacaklar› peptidin
özelliklerini ve ba¤lanma gücünü farkl› k›lmakta-
d›r. Class I in daha k›vr›ml› ve uçlar› kapal› yap›-
s›,Class II ye oranla daha küçük peptidleri ba¤la-
maya olanak verir. Oysa Class II daha aç›k ve da-
ha düz yap›s› ile büyük peptidleri, kenarlar› d›fla

taflsa da, ba¤lamaya müsaittir. Monosit,B lenfositi
gibi Class II molekülleri sentezleyebilen hücrelere
fagositozla al›nan ve lizozomlarda peptidlere parça-
lanan proteinler HLA-DM molekülünün yard›m› ile
Class II molekülüne ba¤lan›r. Oluflan MHC-peptid
kompleksi ekzositozla hücre membran›na tafl›n›r.
Burada devreye CD4 yard›mc› lenfositler girer. T
lenfosit reseptörü ile Class II molekülü aras›nda
oluflan köprü sonucunda yard›mc› T lenfositinden
interferon sentezi bafllar. Interferon ise uyaran
hücreden daha fazla Class II molekülü yap›lmas›n›
dolay›siyle daha güçlü bir immun yan›t›n ortaya
ç›kmas›n› sa¤lar (fiekil 4b ve flekil-3 ve -6). Tüm T
lenfositleri, hemen tüm Class I antijenlerini tan›-
maktad›rlar. Ancak Bw4 antijeni do¤al öldürücü
hücre reseptörlerine ba¤lanabilmektedir. 

‹mmun yan›tta MHC nin rolü,MHC antijenleri-
nin keflfi,ve fare immunogeneti¤indeki baflar›lar›n-
dan dolay› Benacerraf, Dausset ve Snell 1980 y›l›n-
da Nobel T›p ödülüne lay›k görülmüfltür. Zinkerna-
gel ve Doherty de 1996 da immun sistemin virusle
enfekte hücreleri tan›mas›n›n MHC ile s›n›rl› oldu-
¤unu kan›tlayan ve hücresel immunitenin özgüllü-
¤ünü gösteren çal›flmalar›ndan dolay› Nobel Fizyo-

fifieekkiill 33.. HLA class ile peptid ba¤lanma iliflkisi
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loji ödülüne hak kazanm›fllard›r.
HLA’n›n bu kadar polimorfik olmas›n›n neden-

leri flöyle aç›klanmaktad›r. HLA molekülleri tipleri-
ne göre hangi hücrelerde bulunaca¤› de¤iflmekle
birlikte hücre yüzeyinde yer alan glikoprotein yap›-
s›nda moleküllerdir. HLA moleküllerinin en önem-
li görevinin hücre içi veya hücre d›fl› kaynakl› pep-
tidleri ba¤layarak bunlar›n hücreden uzaklaflt›r›l-
mas› ve bu arada da immun yan›t› düzenlemesi ol-
du¤u için do¤adaki peptid polimorfizmi beraberin-
de HLA polimorfizmini de getirmifltir. HLA molekül-
leri üzerindeki küçük girintiler ve peptid ba¤lanma
noktalar› fiekil 5’te görülmektedir. HLA polimorfiz-
mini aç›klamak üzere çeflitli teoriler gelifltirilmifltir.
Bunlardan en çok ra¤bet görenler pozitif veya ne-
gatif seleksiyon teorileridir.

fifieekkiill 55bb.. HLA -B antijenleri aras›nda çaraz reaksiyonlar

fifieekkiill 55cc.. HLA -DR antijenleri aras›nda çaraz reaksiyonlar

fifieekkiill 55aa.. HLA-A antijenleri aras›nda çapraz reaksiyonlar

fifieekkiill 44aa.. Class I ve endojen peptidlerin iliflkisi fifieekkiill 44bb.. Class II ve ekojen peptidlerin iliflkisi
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Küçük Doku Uyum antijenleri (Minor Histo-
compatibility Antigens)

Küçük doku uyum antijenleri (mHag), MHC
moleküllerine ba¤lanan ve T lenfositler taraf›ndan
tan›nan immunojenik peptidlerdir. HLA uyumlu
bireyler aras›nda yap›lan nakillerde de GVHH na
rastlan›lmas›n›n nedenleri araflt›r›l›rken Goulmy
ve ark.al›c› ve vericinin mHag aras›nda farkl›l›kla-
r›n› saptam›fllard›r. Bu peptidler de MHC ye ba¤la-
narak T lenfositlere tan›t›l›rlar. Her bireyin farkl›
MHC antijenlerini tafl›mas› nedeniyle minor doku
uyum antijenleri farkl› bireylerde farkl› flekilde re-
aksiyona sebep olurlar. Baz› kiflilerin MHC mole-
külleri bu peptidleri ba¤layamaz ve immun yan›t
oluflturamazken baz›lar›n›nki bir immun yan›t
oluflmas›na neden olurlar. Bu peptidler genel ola-
rak Class I moleküller arac›l›¤› ile tan›t›l›r ve nakil
yap›lm›fl hastalarda verici kaynakl› bu peptidlere
özgün sitotoksik T lenfositler geliflebilir. Doku ve
organ nakillerinde önemi gösterilmifl mHAg ler ara-
s›nda HA-2, HA-3, HA-4, HA-5 ve sadece Y kromo-
zomunda bulunan H-Y say›labilir. Bu antijenlerin
tan›nmas› bugün için sadece moleküler yöntemler-
le mümkün olabilmektedir. Panel giderek artmak-
la birlikte ilk olarak HLA-A02 için mHag primerleri
sentezlenmifltir ve tüm HLA tipleri için henüz
mümkün de¤ildir.. 

2. DOKU T‹PLEND‹R‹LMES‹ YÖNTEMLER‹
2a. Serolojik Yöntemler
HLA antijenlerinin keflfini sa¤layan serolojik

yöntemlerdir. Bafllang›çta makroaglutinasyon testi
ile çok miktarda serum ve hücre süspansiyonu( 2
damla=100 µl ) kullan›larak HLA antikorlar› varl›-
¤›nda hücrelerin aglutine olmas› bekleniyordu. Bu
yöntemle tüm antikorlar›n, özellikle IgG yap›s›nda
antikorlar›n saptanamayabilece¤i aflikard›r. Daha

sonralar› Terasaki yöntemi mikro boyuta tafl›yarak
ve kompleman ba¤›ml› sitotoksisiteden yararlana-
rak halen günümüzde kullan›lmakta olan mikro-
lenfositotoksisite yöntemini (ayn› zamanda Nati-
onal Institute of Health yöntemi olarak ta bili-
nir)gelifltirdi. Burada kullan›lan serum miktar› 1µl
ye indirilmifltir. Önceden içerisine çeflitli HLA Class
I veya II antijenlerine karfl› elde edilmifl antikorla-
r›n da¤›t›ld›¤› 60-72 kuyucuklu plaklar haz›rlan›r
ve derin dondurucuda saklan›r. Çal›flma aflama-
s›nda eritilen plaklara incelenecek bireyin lenfosit-
leri her bir kuyuya µml olarak da¤›t›l›r. 30 dakika-
l›k bir inkubasyonu takiben yine her kuyuya yak-
lafl›k 6 ml tavflan kompleman› eklenir ve tekrar in-
kubasyona 30-45 dakika devam edilir. Antijen-an-
tikor ba¤lanmas›n›n oldu¤u kuyularda hücre ölü-
mü gerçekleflecek di¤er kuyularda ise hücreler
canl›l›klar›n› bir süre korumaya devam edecekler-
dir. Ölü-canl› ay›r›m›n› yapabilecek bir boyama
sistemi ile mikroskopta ilk okuma yap›l›r. Bunun
sonucunda ölüm gerçekleflen kuyulardaki HLA an-
tijenlerinin genifl, özgül antijenler olmas› ve çapraz
reaksiyonlar gibi durumlar de¤erlendirilerek rapor
haz›rlan›r. Bu aflamalar HLA üzerine yürütülen
Workshoplar›n yard›m› ile büyük ilerleme göster-
mifltir. 1964 y›l›ndan beri önceleri daha s›k son y›l-
larda ise 5 y›lda bir olmak üzere Uluslararas› HLA
Çal›fltaylar› düzenlenmektedir. Son Çal›fltay (13.)
2001 de Kanada'da gerçekleflmifltir. Buna göre
HLA-A,-B,-C,-E,-F ve -G de alel say›lar› s›ras›yla
124,258,74,5,1 ve 14'tür. Ayn› Çal›fltay Class II
için ise alleleri flöyle belirlemifltir: DRB1, DQA1,
DQB1, DPA1, DPA1: 221,19,39,15,84. Bunlar›n
d›fl›nda da aleller mevcut olmakla birlikte say›lar›
az oldu¤u için üzerinde durulmamaktad›r. Tüm
Dünya üzerinde yeni bir antijen veya alel tan›mlan-
d›¤›nda bu veri Çal›fltaylara tafl›nmakta ve veriler

TTaabblloo 11.. HLA Class II haplotipleri
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paylafl›lmaktad›r. Serolojik yöntemlerde elde edilen
sonuçlar split(alt grup) sonucu olarak verilmelidir.
Broad(üst grup) sonucu yeterli veri de¤erine sahip
de¤ildir (Tablo-2). Örne¤in HLA-DR5 bir broad an-
tijendir. DR11 ve DR12 bunun split antijenleridir.
Birbirlerinden önemli aminoasit farkl›l›klar› göster-
mektedir. Bir raporda DR5 olarak gösterilen bir
hasta sonucu baflka bir merkezde kardefline ait so-
nuç DR12 olarak gösterildi¤inde konuya yabanc›
olan kiflilerce farkl›l›k olarak de¤erlendirilmekte-
dir. Alt grup raporland›r›lma bu sorunu da ortadan
kald›rmaktad›r. Baz› lokus isimlerinden sonra gö-
rülen "w" harfi, HLA allelerinin yeni tan›mland›¤›
dönemlere dayanan bir terminolojidir. Bu tarihler-
de üzerinde halen çal›fl›lmakta olan antijenleri ta-
n›mlamak için kullan›lm›flsa da art›k gen dizileri-
nin tan›mlanmas› nedeniyle buna gerek kalmam›fl-
t›r. Ancak baz› durumlarda örne¤in Bw4 ve 6 ve
Cw gibi antijenler için kullan›m› sürmektedir.

Serolojik tiplendirme e¤er Class II için yap›la-
caksa B lenfosit izolasyonu veya T lenfosit, mono-
sit eliminasyonu gereklidir. Her zaman yeterli B
lenfositi elde edilemeyebilir. Ayr›ca ortama monosit
vs gibi kolay ölen hücrelerin kar›flmas› sonuçlar›n
özgüllü¤ünü engellemektedir. Bunun d›fl›nda kul-
lan›lan plaklar›n farkl› olmas› gereklidir. Günü-
müzde Class II için moleküler yöntemlerin daha
güvenilir olmas› nedeniyle serolojik yöntemlerin
yerini alm›flt›r. Ancak bir Doku Tiplendirmesi La-
boratuvar›n›n karfl›laflt›rmak amac›yla bu yöntemi
de korumas› gereklidir.

2b. Moleküler Tiplendirme Yöntemleri
Son y›llarda tüm alanlarda oldu¤u gibi HLA ko-

nusunda da moleküler yöntemler h›zla geliflme
göstermifltir. Ayr›ca DNA boyutunda bu kadar po-
limorfizmin oldu¤u bir gen için ideal olan da bu-

dur. Bu geliflme kandan hücre ayr›flt›r›lmas› gibi
zahmetli ve pahal› yöntemleri ortadan kald›r›rken
nötropenik bireylerde de çal›flma yap›labilmesini,
kan d›fl› dokulardan da DNA izolasyonunu müm-
kün k›lmaktad›r.

Bu amaçla kullan›lan PCR tabanl› yöntemler
flunlard›r:

Dizilime Özgü Oligonükleotidlerin Kullan›l-
d›¤› Tiplendirme(Sequence Specific Oligonucle-
otide typing (SSO))

Hedeflenen dizilimdeki en de¤iflken bölgeleri

TTaabblloo 22.. HLA broad(üsttip) ve split(alttip) antijenlere örnekler

fifieekkiill 66.. HLA Class I ile T-hücre reseptör ba¤lant›s›
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tiplendirmeye yöneliktir. Bu amaçla kullan›lan
problar oldukça k›sa (yaklafl›k 18-22 baz) uzunluk-
ta olup iflaretlenmifltir. Hibridizasyon öncesinde
thermal cycler cihaz›nda lokusa özgün primerler
kullan›larak incelenecek HLA lokusu amplifiye edi-
lir. DNA n›n amplifikasyonu s›ras›nda biotin ile
iflaretlenmifl primerler kullan›l›r.. Amplifikasyonu
takiben oluflan amplikonlar kullan›larak yap›lan
hibridizasyon ifllemi solid bir ortam üzerinde (ör:
naylon bir membran, kuyucuklar ya da boncuklar)
gerçekleflir. Oligonukletid problar, DNA daki allele
özgün ise membran üzerinde bu problar ile ampli-
fiye olmufl DNA aras›nda hibridleflme olur ve bir y›-
kama ifllemini takiben ortama enzim ile iflaretlen-
mifl olan avidin eklenmesi biotin-avidin etkileflme-
sinden yararlanarak hibridizasyon sonucunda
membrana ba¤lanan DNA n›n da enzim ile iflaret-
lenmesini sa¤lar. Daha sonra ortama enzimin
substrat› eklenerek hangi oligonukleotid prob ile
ba¤lanma oldu¤u; dolay›s›yla bireyin hangi HLA al-
lelini tafl›d›¤› gösterilmifl olur. Solid ortama ba¤l›
olan›n amplifiye olmufl DNA de¤il de oligonukle-
otidler olmas› durumunda olay "Reverse"olarak ta-
n›mlan›r. Son zamanlarda gelifltirilmifl olan bir tek-
nikte ise ayn› reaksiyon tübünde bulunan 100
farkl› renkli boncuk üzerine ba¤lanm›fl olan herbi-
ri farkl› olan problar kullan›larak yap›lan çal›flma-
lar vard›r(Luminex). Bu yöntemde tüplerdeki flore-
sans ölçümüne dayal› bir de¤erlendirme sistemi
kullan›l›r. HLA classII için genellikle en polimorfik
olan ekson 2, Class I için ise ekson 2 ve 3 e yöne-
lik primer setleri kullan›lmaktad›r. Hibridizasyonu
de¤erlendirme aflamas›nda elektroforez üzerinde
oluflan bantlar, DNA ya ba¤lanan etidium bromür
gibi bir boya kullan›larak ultraviyole ›fl›k alt›nda
foto¤raflan›r veya striplerde veya mikrokuyucuklu
plaklarda kemolimunisansa dayal› olarak ortaya
ç›kar›l›p görüntülenir. Komplimenter bölge mev-
cutsa pozitif reaksiyon saptan›r aksi takdirde ne-
gatif reaksiyon gözlenir. Reaksiyonlar›n de¤erlendi-
rilmesi için basit bilgisayar programlar›na gereksi-
nim vard›r. 

Dizilime Ba¤l› Haz›rlama(Sequence Specific
Priming (SSP))

Bu metod da bir önceki bilgileri kullan›r ancak
farkl› olarak hedef bölgeyi(alel) amplifiye edecek
primerler kullan›l›r. Amplifikasyondan sonra olu-
flan amplikonlar›n gösterilmesi için genellikle jel
veya benzeri bir ortamda elektroforez ifllemi gerek-
tirir. PCR reaksiyonunun çal›flt›¤›ndan emin olmak
için her reaksiyon tübüne internal kontrol amac›y-
la polimorfik olmayan hücresel bir proteini kodla-

yan gene özgün bir primer seti daha eklenir Böyle-
ce pozitif reaksiyon olan tüplerde iki adet PCR ürü-
nü görünür hale gelirken, negatif olarak de¤erlen-
dirilen reaksiyonlarda sadece internal kontrol için
kullan›lan genin amplifiye oldu¤u görülür. De¤er-
lendirme aflamas›nda bilgisayar programlar›na ge-
reksinim vard›r. 

Elde edilen sonuçlar›n karmafl›kl›¤›n› çözmek
ve daha duyarl› sonuçlar verebilmek için 2. ve3.
ekson d›fl›ndaki bölgelere özgün amplifikasyonla-
r›n da yap›lmas› gerekebilir.

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

Bu yöntemde hedef dizilim, yüksek özgüllükte
primerler ve her biri farkl› renkte boyanm›fl bazlar
kullan›larak saptan›r. ‹lk aflamada yine dizilime
özgün primerler ile oluflturulan amplikonlar bu ça-
l›flman›n "template" ini oluflturur. Uzama aflama-
s›nda reaksiyon durdurularak dizilim tam olarak
saptan›r. Böylece serolojik olarak saptanamayan
birbiri ile yüksek benzeflim gösteren allelerin ay›rt
edilmesi, mutasyonlar›n saptanmas› mümkün ola-
bilmektedir. Bu yöntem kardefller aras› nakiller
için gerekli olan bir tiplendirme yöntemi de¤ildir.
Ancak nadiren serolojik karfl›l›¤› olmayan veya SSP
veya SSO ile moleküler tiplendirme yap›lamayan
nadir veya tuhaf HLA tiplerinde, akraba d›fl› nakil-
lerde al›c›-verici fark›l›l›klar›n› saptamada kullan›l-
mas› yararl›d›r.

Bu say›lanlar d›fl›nda da hücresel,biyokimyasal
veya moleküler tabanl› ama yayg›n olarak kullan›l-
mayan yöntemler bulunmaktad›r. Az kullan›lmala-
r› nedeniyle bu konulara de¤inilmemifltir. Tüm
yöntemlerin kullan›lmas›na karfl›l›k yine de prob-
lemler engellenememektedir. Bunlara ambiguiti-
es(tuhafl›klar) denilmektedir. Birçok HLA aleli ara-
s›nda ortak olan dizilimler mevcuttur. Bu da mole-
küler tiplendirme s›ras›nda heterozigot kombinas-
yonlar›n oluflmas›na yol açmaktad›r. Bu durumda
baflka yöntemler ve baflka doku örnekleri ile çal›fl-
malar›n tekrarlanmas› önerilir. Bu çal›flmalar s›ra-
s›nda anne ve baban›n incelenmesi homozigotluk,
linkeage disequilibrium ve haplotip tan›mlamas›
aç›s›ndan gerekebilir.

Son geliflmelerin ve moleküler yöntemlerin kul-
lan›ma girmesi ile HLA tiplendirilmesinde güveni-
lirlilik oran› %45(ClassI) ve %31(Class II) den her
ikisi için %97 ye yükselmifltir.

Ancak burada çok önemli husus Doku Tiplen-
dirmesi ile u¤raflanlar›n bu konuda devaml› ve ka-
liteli e¤itim almas›, performanslar›n› Uluslararas›
Kalite Programlar› ve yine Uluslaras› akreditasyon
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ile kan›tlamalar› gereklili¤idir. Maalesef yurdu-
muzda henüz sadece iki Laboratuvar bu aflamaya
gelebilmifltir ama en az 20 adet Doku Tiplendiril-
mesi yapan Laboratuvar mevcuttur. Bu koflullarda
Ülkemizde akraba d›fl› gönüllü verici Bankalar›n›n
veri kalitesinin ne düzeyde homojen olaca¤› tart›fl-
mal›d›r. Tüm geliflmelerin ›fl›¤›nda HLA n›n önemi
az›msanmamal› veya abart›lmamal› ne kadar pa-
hal› yöntemler oldu¤u unutulmadan yerinde ve
do¤ru analizlerle ideal al›c›-verici çiftlerinin sap-
tanmas› hedeflenmelidir. 
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