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Ozet

HLA sistemi bobrek ve kemik iligi transplantasyonlarinda graft rejeksiyonunun en énemli belirleyicilerinden birisidir. Bu nedenle HLA antijenlerinin dogru ve
giivenilir tanimlanmasi énemlidir. EFT tarafindan akredite laboratuvarlarimizda HLA-A, B tiplemesi igin rutin olarak serolojik yontem kullanilmaktadir. Serolojik yontem
ile homozigot antijen tespit edildiginde ya da antijenler tespit edilemediginde molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Calismamizin amaci, serolojik yontemin yetersiz
kaldig1 durumlari irdelemek ve molekiiler yontem ile elde edilen kargilagtirmali sonuglari tartismaktir. Caligma grubuna serolojik yontem ile HLA-A/B antijenleri
saptanamayan, tek antijen saptanan, saptanmasinda zorluklar yasanan veya molekiiler yontem ile dogrulanmasi ya da tespiti gereken, bobrek ve kemik iligi
transplantasyonlaria hazirlanan hastalar (n=1292) ile vericilerden (n=275) olusan 1567 kisi alinmig ve bes gruba ayrilarak incelenmistir. HLA-A,B antijenlerinin tespiti
icin molekiiler yontemler kullanilarak 2138 test yapilmis ve iki yontem arasindaki uyumsuzluk orant HLA-A i¢in %8.8, HLA-B i¢in %14.2 olarak bulunmustur. Serolojik
yontem ile saptanamayan ve molekiiler yontemlerin uygulanmasi sonucunda belirlenen antijenler arasinda HLA-A32 ve -B15’in (%7.3,15.8) en sik oldugu gériilmiistiir.
Molekiiler yontemlerin hasta rneklerine uygulanmasinin, transplantasyon basarisini arttiracagini diisiinmekteyiz.
Anahtar kelimeler: HLA, serolojik yontem, molekiiler yontem, transplantasyon.

Abstract

Since human leucocyte compatibility has a crucial effect in renal transplantations and there is the need for full-match HLA compatibility between the donor and
the recipient for successful bone marrow transplantations. It is clearly evident that HLA system plays a major role in kidney and bone marrow transplantations. Hence,
accurate and reliable identification of these antigens is very important. We perform CDC assay for the typing of HLA-A,-B in our EFI accredited laboratories. In case
of homozygosity or detection of an ambigious antigen, molecular methods are performed in addition to CDC. The purpose of our study was to demonstrate the comparative
results of two methods concerning the cases in which molecular typing was needed in addition to CDC and to list the antigens that could not be identified by CDC but
molecular typing. The study group included 1567 individuals consisting of patients with chronic renal deficiencies (n=646), hematological malignancies (n=646) and
their donors (n=275). Samples were typed by CDC and PCR-SSP/SSO methods for HLA-A,-B. The study group was divided into 5 groups as cases with single HLA-
A and/or -B and with ambigious HLA-A and/or -B. By molecular methods, 2138 tests were performed. The concordance between CDC assay and molecular methods
was 8.8% for HLA-A and 14.2% for HLA-B. The most frequent antigens which could not be identified by CDC but molecular methods were HLA-A32, B15 (7.3, 15.8
%). We believe that performing molecular tissue typing methods at least particularly to patient samples will increase the transplantation success.
Key Words: HLA, serological method, molecular method, transplantation.
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ilk doku antijenleri I6kositlerde saptandig1 igin insan
16kosit antijenleri (Human Leukocyte Antigens, HLA) olarak
tanimlanmuglardir. Klasik HLA antijenleri, MHC Sinif I gen
bolgesindeki HLA-A,-B,-C ve smif II gen bolgesindeki HLA-
DR,-DQ,-DP genlerinde kodlanmaktadir (1). Polimorfik 6zelligi
olan bu genlerin aktarimi kodominanttir. Bir lokusta ayni
antijeni tasityan birey, o lokus i¢in homozigot olarak
tanimlanmigtir. MHC molekiilleri graft rejeksiyonun temel
belirleyicileridirler. Bu nedenle aynt MHC molekiillerini
cksprese eden bireyler birbirlerinin doku graftlarini kabul
edebilirler veya farkli MHC gen bolgelerine sahip bireyler

GIRIS

Biiyiik doku uyum kompleksi (Major Histocompatibility
Complex, MHC) gen bélgesi, alloreaktiviteden sorumlu hiicre
ylizey glikoproteinlerini kodlayan ve altinc1 kromozom
(6p21.31) tizerinde yerlesmis, yaklasik olarak 4 mega baz
ciftlik bir yer kaplayan gen kiimesidir. MHC genel bir isimdir
ve her bir tirtin ayr1 bir MHC simgesi vardir.

I Yazigma Adresi: \ arasinda graft rejeksiyonu gelisebilir (2,3).
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Bobrek transplantasyonlarinda ise kan grubu uyumu ile
beraber HLA uyumunun derecesinin yiiksek olmasi 6nemlidir.
HLA uyumu yiiksek transplantasyonlarda graft survisinin daha
iyi oldugu ve immiinsupresif tedavi kullaniminin daha az
oldugu bildirilmistir (4-7).

HLA tiplemesi i¢in uygulanabilecek testler serolojik ve
molekiiler testlerdir. Mikrolenfositotoksisite olarak da
isimlendirilen serolojik yontem sadece HLA-A, B tiplemesi
i¢in kullanilmaktadir. HLA-DR,-DQ,-DP ve gerektiginde
HLA-A,-B tiplemesi ise molekiiler yontemle yapilmaktadir.
Serolojik yontem basit ve hizli sonug veren, ancak antijen-
antikor birlesmesine ve komplemana bagimli olmasi, tekrarinin
zor olmasi, degerlendirmesinin 6li hiicre oranlari ile
yapilmasindan dolay: dezavantajlari olan bir yontemdir.
Molekiiler yontemler ise hizli ve giivenilir sonug veren,
homozigotlugu kesin olarak tespit edebilen yontemlerdir.

Calismamiza serolojik yontem ile HLA-A/B antijenleri
saptanamayan, tek antijen saptanan, saptanmasinda zorluklar
yasanan ve molekiiler yontem ile dogrulanmasi veya tespiti
gereken, bobrek transplantasyonu veya KiT igin basvuran
hasta ve vericileri alinmigtir. Calismamizin amaci, serolojik
yontemin yetersiz kaldigi durumlari irdelemek ve molekiiler
yontem ile elde edilen karsilastirmali sonuglar: tartigmaktir.

GEREC

Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi T1bbi Biyoloji
Anabilim Dalt HLA Doku Tipleme laboratuvarlarinda
01.01.2001 ile 01.07.2007 tarihleri arasinda, 3942 kronik
bobrek yetersizligi (KBY) tanist konmus hasta ve 1599 vericisi
ile KIT e hazirlanan 2108 hasta ve 7141 vericisinin HLA-A,
B, DR testleri gerceklestirilmistir. Calisma grubuna ise bu
tarihler arasinda basvuran; serolojik yontem ile HLA-A/B
antijenleri saptanamayan, tek antijen saptanan, saptanmasinda
zorluklar yasanan veya molekiiler yontem ile dogrulanmasi
ya da tespiti gereken KBY tanis1 konmus hastalar (n=646),
KIT’e hazirlanan, hematolojik malignite (HM) tanis1 konmus
hastalar (n=646) ve vericilerden olusan 1567 kisi alinmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Calisma grubuna alinan hasta sayilari.

Toplam Hasta Calisma 1y
Sayisi Grubu °
KBY* 3942 646 16.3
HM** 2108 646 30.6
Verici 8740 275 3.1

* Kronik bobrek yetersizligi tanist konmus hastalar.
** KT e hazirlanan, hematolojik malignite tanist
konmus hastalar.
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European Federation for Inmnunogenetics (EF]) tarafindan
akredite laboratuvarlarimizda, serolojik yontem ile antijen
saptanamadiginda, stipheli sonuglarda ya da homozigot antijen
tespitinde molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
serolojik yontem ile karsilasilan sorunlar ve molekiiler yontem
gerektiren durumlara gore bes grup olusturulmustur: Grup I
izole edilen lenfositlerin ko6tii olmasi, 6lii hiicre oraninin
yiiksek olmasi veya serolojik tipleme i¢in yeterli oranda hiicre
olmamasi nedeniyle serolojik yontem kullanilmamis, sadece
molekiiler yontem kullanilmis 6rneklerden; Grup II serolojik
yontem ile homozigot olarak tespit edilmis ve molekiiler
yontem ile dogrulanmis 6rneklerden; Grup III serolojik yontem
ile stipheli olarak tespit edilmis ve molekiiler yontem ile
dogrulanmasi istenmis drneklerden; Grup IV serolojik yontem
ile homozigot tespit edilmesine karsin ek antijen saptanmis
(Grup IVa) ya da siiphelenilen antijenlerin disinda molekiiler
yontem ile tespit edilmis 6rneklerden; Grup V ise serolojik
yontem ile tespit edilememis, molekiiler yontem ile tespit
edilmis 6rneklerden olusturulmustur.

YONTEM

Serolojik Yontem: Lenfosit yiizeyindeki HLA antijenleri
ile anti-HLA antikorlarinin etkilesimine dayanan
mikrolenfositotoksisite yonteminde, heparinli kandan Ficoll-
Hypaque yontemi ile izole edilen lenfositler, kuyucuklarinda
parafin ve anti-HLA antikorlar1 iceren plaklara eklenir.
Inkiibasyonu takiben ortama tavsan serumundan elde edilen
kompleman eklenir. Boylece antijen-antikor birlesmesi
gergeklesen hiicrelerde hiicre biitiinliigii kaybolur. Formaldehid
eklenmesi ile reaksiyon durdurulur ve eosin eklenerek lizise
ugramis hiicrelerin boyay1 almasi saglanir (8). Calismada
kullanilan bu yontemde, degerlendirme 6lii hiicrelerin oranina
gore yapilmistir.

Molekiiler Yontem: Calismada, EDTA’]1 (etilen diamin
tetraasetik asit) kandan dietil trimetil amonyum bromid tuzlari
ile denatiirasyon ve presipitasyon yontemi ile DNA elde
edilmistir (9). PCR-SSP (Polimerase Chain Reaction Sequence
Specific Primer) yonteminde (Olerup SSP™ AB, Geno Vision;
Qiagen, Vienna, Austria), diziye 6zgii primerler ile
amplifikasyon yapilarak jel elektroforezde ytritiilen PCR
driinleri UV altinda goriintiilenerek pozitif bantlar
degerlendirilmistir. PCR-SSO (Polimerase Chain Reaction
Sequence Specific Oligonucleotide) yonteminde (Dynal
Biotech, Oslo, Norway) ise genomik DNA, amplifiye edildikten
sonra oligoniikleotit problar ile hibridize edilerek
degerlendirilmistir (10,11).

BULGULAR

HLA-A,B tiplemesi i¢cin KBY hastalarinin %16.3tinde
molekiiler yontem ile de test yapilmas: gerekirken, KiT’e
hazirlanan hastalarda ve verici grubunda bu oranin %30.6 ve
%3.1 oldugu gézlenmistir (Tablo 1). Calisma grubunu olusturan
1567 kisinin 1333’tine serolojik yontem ile HLA-A, B testleri
yapilmis ve molekiiler yontem ile tespit veya dogrulama
gerektirdiginden 1670 test uygulanmustir. 234 kisiye (%14.9)
ise sadece molekiiler yontem ile HLA-A, B tiplemesi yapilmisg
ve 468 test (%21.9) uygulanmustir.
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Tablo 2. Hasta sayilar1 ve yapilan testler.

KBY HM Verici Toplam
HLA-A,B 158 327 86 571
HLA-A 243 150 82 475
HLA-B 245 169 107 521
Toplam 646 646 275 1567
Tablo 3. Test sayilar1 ve gruplara gore dagilimi.
1 1
Hastalar Testler Gahisma gruplan
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
HLA-A 0 126 67 42 8
KBY HLA-B 0 81 65 82 17
(n:646)
HLA-A,B 38 149 52 62 15
Toplam 38 356 184 186 186
HLA-A 0 48 69 28 5
31612146 HLA-B 0 22 79 46 22
(n:646) HLA-A,B 404 97 91 55 7
Toplam 404 167 239 129 34
.. HLA-A 0 24 33 21 4
Verici
(n:275) HLA-B 0 15 57 28 7
HLA-A,B 26 45 57 40 4
Toplam 26 84 147 89 15
TOPLAM 468 607 570 404 89
Calisma grubunu olusturan hasta sayilar1 ve yapilan testler TARTISMA

Tablo 2’de, yapilan testlerin hastalara ve gruplara gore dagilimu
ise Tablo 3’te gosterilmistir.

Serolojik yontem ile tespit edilemeyen, yanlis tespit edilen
ya da molekiiler yontem ile ek antijen tespit edilen gruplar
(Grup 1V, V) incelendiginde, yapilan test sayilarina gore
(n:2138) serolojik yontemin hata oran1 %23 (n:493) olarak
bulunmustur (Tablo 3). Uyumsuzluk orant HLA-A i¢in %8.8
(n:188), HLA-B i¢in %14.2 (n:305) olarak tespit edilmistir.
Hatal1 tiplendirme yapilan antijenler incelendiginde (Grup
IV), en sik hatali tipleme yapilan antijenlerin HLA-B15
(%13.9), -A32 (%7.2), -A31 (%5.7) oldugu, en sik tespit
edilemeyen antijenlerin ise (Grup V) HLA-B15 (%24.7), -
A32 (%7.9), -A33 (%4.5) oldugu belirlenmistir.

Grup 1V igerisinde yer alan olgularin %42.8’ini (n:173)
serolojik yontem ile homozigot tespit edilmesine kargin ek
antijen saptanmis olgular (Grup IVa) olusturmaktadir. Bu
grupta da tespit edilemeyen ve en sik karsilasilan antijenler
ile ytizdeleri sirastyla HLA- B15, -B53,-A32 (%15, 8.1, 6.9)
olarak goriilmiistiir (Tablo 4).

Gaziantep Tip Dergisi 2008, 41-45.

Kemik iligi transplantasyonlarinda HLA uyumunun
alict/verici arasinda tam olmas1 gerekliligi ve bobrek
transplantasyonlarinda HLA antijenlerinin uyum sayisi ile
graft survisi arasindaki anlamli iligki bulunmasi, HLA
antijenlerinin saptanmasinda uygun yontemlerin kullanilmasinin
Onemini ortaya koymaktadir. Alici ve verici arasindaki uyumun
belirlenmesi i¢in, HLA-A, B tiplemesinde genellikle serolojik
yontemler kullanilsa da gerektiginde molekiiler yontemlere
de bagvurulmaktadir.

Her iki yontemin karsilastirilmasina dayanan ¢aligmalar
yapilmis ve serolojik yontemin yetersiz olabildigi, farkl
oranlarda hatali sonuglar verdigi bildirilmistir. Tan ve ark.,
525 kisiden olusturduklari ¢aligma grubunda, Cin toplumunda
karsilastirma sonuglarimi yaymlamislar ve uyumsuzluk oraninin
HLA-A ve -B i¢in %9 ve %12.2 oldugunu bildirmislerdir (12).
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Mytilineos ve ark. ise siyah irktan segilen, bobrek
transplantasyonu i¢in hazirlanan hastalar ve dondrlerinden
olusan 421 kisi ile yaptiklar retrospektif calismalarinda, HLA-
A ve -B i¢in uyumsuzluk oranlarint %4.8 ile %10.5 olarak
bildirmislerdir (13). Kulcsarova ve ark., daha kii¢tik bir grupla
(n=50) yaptiklar1 calismanin sonucunda bu oranlar1 %9 ve
%11 olarak bildirmislerdir (14). Li ve ark., kordon kanindan
hazirlanan 6rneklerde (n=36) karsilastirma testleri uygulamig
ve serolojik yontemin hata oranini %13.8 olarak bildirmistir

(15).

HLA-A i¢in %8.8, -B i¢in ise %14.2 oraninda uyumsuzluk
saptanan ¢alismamizda, bobrek ve kemik iligi
transplantasyonuna hazirlanan hastalar ve vericileri ¢alisma
grubuna almarak 6zellikle serolojik yontemin yetersiz kaldigt
ve molekiiler yonteme gerek duyulan durumlar incelenmistir.
Bu oran diger ¢aligmalara gore yiiksektir ancak calisma
grubuna alinan olgularin 6zelliginden kaynaklanmaktadir.
Caligmamizdaki farklilik, se¢ilen ¢alisma grubunun sadece
serolojik olarak tespit edilemeyen ya da tespitinde sorun
yasanan 6rneklerden olusturulmus olmasidir. Olgularin %12.31
(n:234) lenfosit oranin diisiik olmas1 veya lenfosit sayisinin
yetersizligi nedeniyle serolojik olarak testlenememis, dzellikle
KiT’e hazirlanan hastalarda olmak iizere diger hastalarda da
lenfosit sayis1 ve kalitesi ile ilgili sorunlar yagsanmis oldugu
icin molekiiller yontem ile antijenler belirlenmistir.

Hematolojik malignite tanis1 konmus hastalarin %30.6’sinda
serolojik yontem ile sonug alimamamis ve molekiiler yontem
ile testleri sonuglandirilmistir. Hatali sonug grubunu olusturan
antijenleri (HLA-A25, A26, A30, A31, A32, A33, A68, A69,
B15, B35, B51, B52, B53) inceledigimizde, bu antijenlerin
tespiti daha zor, anti-HLA antikorlar1 eldesi gii¢ olan ve
birbirleriyle ¢capraz reaksiyon verebilen antijenlerden (CREG;
cross reactive group) olustuklart goriilmiistir (16). CREG
icerisinde yer alan antijenlerden ikisinin ayni1 kiside oldugu
durumlarda serolojik yontemin yetersiz kaldigi belirlenmistir.

Ozellikle HLA-A19 ve HLA-B15 grup antijenlerinin ve
ozellikle HLA-A30, 31, 32, 33 ile HLA-B62, 63, 75
antijenlerinin, serolojik yontem ile tespitinde sorunlarla
karsilasildig1 gozlenmistir. HLA-A19 ve HLA-B15 grubu
antijenlerin tiplendirilmesinde bildirilen hata oranlar1 bir
calismada %14.7 ile %20.9 iken, baska bir ¢alismada ise
%64 ile %20.3 olarak bildirilmistir (12,13). Calismamizda ise
bu oranlar %24.1 ve %15.8 olarak bulunmustur.

HLA tiplendirmesinde kullanilan y6ntemlerin
karsilagtirilmasi, HLA-Cw ve HLA-DR ig¢in yapilmis ve bu
calismalarda da serolojik yontemin hatali sonuglar verdigi
gosterilmistir (17-19).Calisma sonuglarimiz, daha once
yayinlanan ¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Hasta gruplari
ve 1rklara bagli olmaksizin, benzer sonuglar ve serolojik hata
oranlar1 bildirilmistir. Calismamizda 6zellikle hematolojik
malignite tanis1 konmus hastalar olmak tizere, transplantasyona
hazirlanan hastalarin HLA-A, B antijenlerinin tespitinde
molekiiler yontemlerin kullanilmast; serolojik yontem ile
belirlenmis HLA-A19 ve HLA-B15 grubu antijenlerin
molekiiler yontem ile dogrulanmasinin gerektigi sonucuna
varilmistir.

Tablo 4. Hatali sonuglarin antijenlere ve gruplara gore dagilimi.

Grup IVa Grup IV Grup V Grup IV, V
(n:173) (n:404) (n:89) (n:493)

Antijen n % n % n % n %
A25 4 2.3 9 2.2 2 2.3 11 2.2
A26 3 1.7 11 2.7 1 1.1 12 2.4

A30 4 23 13 32 2 2.3 15 3
A31 11 6.4 23 5.7 3 34 26 53
A32 14 8.1 29 7.2 7 7.9 36 7.3
A33 4.1 17 4.2 4 4.5 21 43
A68 4 2.3 10 2.5 3 34 13 2.6
A69 1.7 7 1.7 1 1.1 8 1.6
BI5 26 15 56 13.9 22 24.7 78 15.8
B35 8 4.6 15 3.7 1 1.1 16 32
B51 10 5.8 17 4.2 1 1.1 18 3.6
B52 9 52 16 4.0 2 2.3 18 3.6
BS3 12 6.9 20 5.0 3 34 23 4.7
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