
           Doku uyumunu tanımlarken  

• HLA, (Human Leucocyte Antigens,İnsan Lökosit 

Antijenleri) ve  MHC (Major Histocompatibility 

Complex,  Büyük  Doku uyum antijenleri) 

terimlerinden yararlanılmaktadır  

• Her ikisi aynı şey olmasalar da birbirlerinin 

yerine kullanılabilmektedir 



MHC gen bölgesi  

The HLA system. First of two parts. J Klein, A Sato N Engl J Med 343, 702-9, 2000. 
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Sınıf I Sınıf II 

Peptid bağlanan oluk 

 

HLA molekülünün şematik yapısı 



Sınıf I ve Sınıf II   HLA(MHC)  Molekülleri 

o Tüm çekirdekli hücrelerde 

bulunur 

o Özellikle  hücre içi kaynaklı 

peptidleri  (˜9-10 aa) CD8+ 

sitotoksik hücrelere sunar 

 

 

 

o Profesyonel olarak antijen sunan 

hücrelerde  (APC) bulunur 

o Hücre dışı proteinlerden 

kaynaklanan peptidlerin (˜ 12-

24aa) CD4+ hücrelere 

sunulmasında rol alır 

Sınıf I MHC  

Sınıf II MHC  



PEPTİD BAĞLANAN KOVUK 

Peptid 



PEPTİD BAĞLANAN KOVUK 

Peptid 



Sitotoksik T hücre CD8+  Helper  T hücre, CD4+  

İşlenmiş 

yabancı protein 

parçası  
MHC sınıf II molekülü MHC sınıf I molekülü 

B2 mikroglobulin 

TCR, T hücre reseptörü 

Antijen sunan 

hücreler, APC 

Kişinin enfekte  

olmuş kendi hücresi 



Thelper 

MHC molekülü 





GENETİK 



SINIF  I Moleküller SINIF  II Moleküller 

Genetik Lokuslar HLA-A, HLA-B, HLA-
C, 

HLA-X, HLA-E, HLA-
J, 

HLA-H, HLA-G, HLA-F 

D, DP, DQ, DR 

Zincir Yapısı  zinciri + 
2Mikroglobin 

 zinciri +  zinciri 

Hücre Dağılımı Çekirdekli hücrelerin 
tümü 

Antijen sunan hücreler  
(B lenf, Aktif Monosit, 

Aktif T lenfosit, Dendritik 
hücreler..) 

Antijen  Sunduğu 
Hücreler 

Sitotoksik T hücreleri 
(CD8) 

Helper T hücreleri(CD4) 

Peptid 
Fragmanlarının 

Kaynakları 

Sitoplazmada  
sentezlenen proteinler 

Plasma membranından 
endositozla alınanlar ve 

hücred dışından 
kaynaklanan proteinler 

Polimorfik 
Domainleri 

1 + 2 1 + 2 



MHC Genleri:  Kalıtım Özellikleri 
MHC genleri  Mendel kurallarına göre ve her bir ebeveynden gelen   HLA-A,-B,-C,-

DR,-DQ bölgelerini kapsayan HAPLOTİPLER  olarak kalıtılır 

      Buna göre HLA identik bir kardeş bulunma oranı %25  

 

 HLA sistemi içinde rekombinasyonlar görülebilir (˜ %2) 

 

Tüm kalıtılan antijenler hücre yüzeyinde birlikte ( ko-dominant) ifade edilebilir 

 

Bazı HLA antijenleri  rastlantısal olmayan bir şekilde birbirleriyle daha  sık bir arada 
bulunurlar (Linkeage Disequlibrium) 

 



Haplotipler ve bir  Rekombinasyon Örneği  

 Carolyn Katovich Hurley, Ph.D.  DNA METHODS FOR HLA TYPING WORKBOOK FOR BEGINNERS  Version 7 Copyright (c) 1993, 1998, 2004, 

2008 by Georgetown University  
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 HLA  nın test edilmesi 1950 lerde lam 
üzerinde yapılan  aglutinasyon testleri 
ile başlayıp;  moleküler çalışmaların 
çok öne geçtiği test çeşitliliği ve 
kullanım alanlarının da genişleyerek  
önemini arttırdığı  günümüze kadar 
gelinmiştir  



Klinik önemi 

• Transplantasyon (organ/doku nakilleri) 
– Böbrek 
– Pankreas  
– Kalp 
– Karaciğer 
– Kornea 
– KEMİK İLİĞİ 

 
Trombosit 
Kan Transfüzyonları  



Klinik önemi 

• Hastalık  çalışmaları 
– Aile çalışmaları 

• Hastalığı kontrol eden bir gen   ile  HLA  
lokusu  arasında  genetik bir bağlantı var mı? 
aileden kalıtılmış mı? 

– Popülasyon çalışmaları 
• Hastalık ile bir HLA antijeninin birlikte 

kalıtılması söz konusu mu? 
– Ör: Ankilozan Spondilit :  B27 
– Behçet Hastalığı:  B5 

 



Kullanılan Teknikler 

• Serolojik 

  Sitotoksite yöntemi kullanılarak 

  monoklonal, poliklonal antikorlar arcılığı ile 

• Moleküler  

– Sekansa özgü primerler ile (SSP) 

– Sekansa özgü oligonukleotidler kullanarak(SSO) 

– Sekans dizilimini tespit ederek (SBT) 

– ....... 



Serolojik Yöntem (Mikrositotoksite ) 

(-) 

(+) 

HLA  Antijenleri, bilinen  bir antikor paneli kullanılarak,   komplemana 
bağlı sitotoksitenin ölçülmesi ile  belirlenir  

Antikorlar; poliklonal (multipar  kadınların serumu) ya da monoklonal olabilir   

Antijen kaynağı olarak Saflaştırılmış T(Sınıf I için) ve B hücreler (Sınıf  II 
için ) kullanılır   



• Sitotosite testinde SKORLAMA sistemi 
  
Ölü hücre oranı      SKOR  Değerlendirme  
%0 - %10   1  Negatif 
%11 - %20   2  Olası negatif 
%21 - %50   4  Zayıf pozitif 
%51 - %80   6                Pozitif 
%81 -%100   8   Kuvvetli pozitif 
     0          Değerlendirme dışı 
  

 



A32, - 

B 52, 27, 49 ?????? 

B52 A32 



Sınıf  I-II  
Antijenler 

A B C D DR DQ DP
A1 B5 B49(21) Cw1 Dw1 DR1 DQ1 DPw1

A2 B7 B50(21) Cw2 Dw2 DR103 DQ2 DPw2

A203 B703 B51(5) Cw3 Dw3 DR2 DQ3 DPw3

A210 B8 B5102 Cw4 Dw4 DR3 DQ4 DPw4

A3 B12 B5103 Cw5 Dw5 DR4 DQ5(1) DPw5

A9 B13 B52(5) Cw6 Dw6 DR5 DQ6(1) DPw6

A10 B14 B53 Cw7 Dw7 DR6 DQ7(3)  

A11 B15 B54(22) Cw8 Dw8 DR7 DQ8(3)  

A19 B16 B55(22) Cw9(w3) Dw9 DR8 DQ9(3)  

A23(9) B17 B56(22) Cw10(w3) Dw10 DR9   

A24(9) B18 B57(17)  Dw11(w7) DR10   

A2403 B21 B58(17)  Dw12 DR11(5)   

A25(10) B22 B59  Dw13 DR12(5)   

A26(10) B27 B60(40)  ? Dw14 DR13(6)   

A28 B2708 B61(40)  Dw15 DR14(6)   

A29(19) B35 B62(15)  Dw16 DR1403   

A30(19) B37 B63(15)  Dw17(w7) DR1404   

A31(19) B38(16) B64(14)  Dw18(w6) DR15(2)   

A32(19) B39(16) B65(14)  Dw19(w6) DR16(2)   

A33(19) B3901 B67  Dw20 DR17(3)   

A34(10) B3902 B70  Dw21 DR18(3)   

A36 B40 B71(70)  Dw22    

A43 B4005 B72(70)  Dw23 DR51   

A66(10) B41 B73  Dw24 DR52   

A68(28) B42 B75(15)  Dw25 DR53   

A69(28) B44(12) B76(15)  Dw26    

A74(19) B45(12) B77(15)      

A80 B46 B78      

 B47 B81      

 B48 Bw4, Bw6      

W? 



Avantaj, Dezavantajları 

 Düşük çözünürlükte bir tiplendirme mümkün  

Yeterli sayıda  canlı hücre gereksinimi var 

Kullanılan antikorların, komplemanın  kalitesi 
önemli 

 standardizasyon zor olabilir 

Çapraz reaksiyonlar  sorun yaratabilir 

 

 Hücre yüzeyinde ifade edilmeyen (“Null”)  bir 
allelik varyatın  tesbitinde yardımcı olur  

 



   Tüm sekans              HLA allelinin tam fotoğrafı 

    Sekans fragmanları              Fotoğraftaki 
                                                     parçalardan seçmeler   

DNA  ile Tipleme 

SBT 

SSOP 
SSP 

Rutin çalışmalarda  
 yaygın olarak  kullanılıyor  

Moleküler Yöntemler  



PCR-SSP  

(Sekansa Spesifik Primerler) 

 Özgünlüğü sağlayan seçilen primerlerle yapılan çoğaltma 
işlemidir.  Grup/allele özgün primerler kullanılır  

 Polimorfik olmayan bir gen,  kontrol olarak kullanılıyor 

 Elektroforez işlemini takiben görüntü alınıyor 

 Çeşitli yazılımlar aracılığı ile değerlendiriliyor (Ör: SCORE) 

 Daha zahmetli , otomasyon zor 

 Fazla miktarda DNA kullanımı gerekiyor 



Tek sarmal DNA eldesi  

Probun tek sarmal DNA ya yapışması 

Polimeraz aracılığı ile 

 Nukleotidler ile zincirin uzatılması 

primer 

DENATURASYON 

ANNEALING 

EXTENSION 







PCR SSOP  

(Sekansa Spesifik Oligonukleotid Problar) 

 Özgünlüğü sağlayan Amplifikasyonu takiben kullanılan hibridizasyon 
problarıdır.  Amplifikasyonda ise Lokusa  veya gruba özgün primerler 
kullanılır. 

 PCR ile çoğaltılan ürün(forward) veya Problar(reverse) katı bir taşıyıcı  
ortamda(naylon/nitrosellüloz membranlar, boncuklar)   tutulur. 

 Hibridizasyon işlemini takiben oluşan  Ürün –Prob  kompleksi  
görüntülenir (Enzim aracılığı ile renklendirme, floresan ile işaretleme…) 

 Aynı anda çok sayıda örnek çalışılabilir 

 Gerekli DNA miktarı nisbeten azdır 



PCR SSOP 

Biotinle işaretli 

primer kullanılarak 

yapılan PCR  

Çoğalmış olan 

DNA Denatüre 

edilmiş PCR 

ürünleri 

Hibridizasyon Renklendirme 

ile   tanımlama 

Yorum 

Renk kodları olan(farklı renkteki boncuklara 

bağlı problar 

Çok sayıda 

hareketsiz 

prob 

taşıyan 

şeritler  



SSO  sonuç örneği 



Dizilim (Sekans) Analizi ile HLA 

Tiplendirimi       

Sekansa  Bağlı Tiplendirme, 

(SBT) 



SBT Yönteminin Basamakları  

DNA İzolasyonu 

PCR Amplifikasyonu 

PCR Ürününün Temizlenmesi 

Sekanslama Reaksiyonu (PCR) 

 

Ürünün saflaştırılması 

 

Ürünlerin Cihaza Yüklenmesi, elektroforez   ANALİZ 



dNTP ve ddNTP    Farkı  

DNA zincirinin uzar DNA zincirinin uzaması sona erer 



Sekanslama Reaksiyonu 

Aynı anda dört farklı renk kullanarak  her baz tanımlanabiliyor 

Gerekli 

bazlar 



SBT sonuç örneği  



Moleküler Teknikler 

   Avantajları 
 Özgün, esnek  

 İstenen duyarlıkta çalışma imkanı var,  

 Yeni aleller tanımlandıkça yeni reaktifler geliştirilebiliyor, 

 Serolojik olarak tanımlanamayan alleller  tanınabilir 

 Canlı hücre gerektirmiyor 

 Hastalık / tedavi durumundan etkilenmiyor  

 Otomasyona uygun  

 Çok sayıda örnek eş zamanlı çalışılabiliyor  

 


