Doku uyumunu tanimlarken

» HLA, (Human Leucocyte Antigens,Insan Lokosit
Antijenleri) ve MHC (Major Histocompatibility
Complex, Biiyiik Doku uyum antijenleri)
terimlerinden yararlanilmaktadir

» Her 1kis1 ayn1 sey olmasalar da birbirlerinin
yerine kullanilabilmektedir



MHC gen bolgesi
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HLA molekulinin sematik yapisi
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Smif I ve Smif I HLA(MHC) Molekiilleri

Simif I MHC
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PEPTID BAGLANAN KOVUK
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Sitotoksik T hiicre CD8+ Helper T hiicre, CD4+

CR, T hiicre reseptori
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SINIF I Molekiller

SINIF II Molekiiller

Genetik Lokuslar | HLA-A, HLA-B, HLA- D, DP, DQ, DR
Cl
HLA-X, HLA-E, HLA-
JI
HLA-H, HLA-G, HLA-F
Zincir Yapisi o zinciri + a zinciri + B zinciri
B2Mikroglobin
Hiicre Dagilimi Gekirdekli hiicrelerin Antijen sunan hiicreler
tumd (B lenf, Aktif Monosit,

Aktif T lenfosit, Dendritik
hiicreler..)

Antijen Sundugu

Sitotoksik T hiicreleri

Helper T hiicreleri(CD4)

Hiicreler (CD8)
Peptid Sitoplazmada Plasma membranindan
Fragmanlarinin | sentezlenen proteinler endositozla alinanlar ve
Kaynaklari hiicred disindan
kaynaklanan proteinler
Polimorfik al + a2 al + B2

Domainleri




MHC Genleri: Kalitim Ozellikleri

MHC genleri Mendel kurallarina gore ve her bir ebeveynden gelen HLA-A,-B,-C,-
DR,-DQ bélgelerini kapsayan HAPLOTIPLER olarak kalitihr

Buna gore HLA identik bir kardes bulunma orani %25
HLA sistemi icinde rekombinasyonlar gorilebilir (~ %2)
Tum kalitilan antijenler hiicre ylzeyinde birlikte ( ko-dominant) ifade edilebilir

Bazi HLA antijenleri rastlantisal olmayan bir sekilde birbirleriyle daha sik bir arada
bulunurlar (Linkeage Disequlibrium)



Haplotipler ve bir Rekombinasyon Ornegi

i 1. kardes
Segregation of | A*0101,B*0702.DRB1*0401 |
Haplotypes in (_A*0301.B*1501 DRB1*1104 ‘Eﬂ
Fam Ily 2. Kardes Haploidentical
Baba [ A+0201.B-0801 DRBI%0101 |  _
ab( A*0101.B*0702DRB1%0401 | | _A*0301.B*1501.DRB1*1104 |

[A*{}E{}I,E*DEGI_DRBI*UIGI |
| 3. kardes

| A*0101.B*0702.DRB1*0401 | ad

| | A*0201.B*5301.DRB1*1101 |

o AT0301B*1501 DRBI*1104 |
A*0201.B*5301 DRB1*1101 |

- . 4. kardes
Anne __A*0201B*0801.DRB1*0101 | pg
 A*0201.B*5301.DRB1*1101 |

5. kardes

| | A*010LB*0702DRBL*0401 |
MR A*Q301]B*5301DRB1*1101 | °°
0.8% of meioses

Carolyn Katovich Hurley, Ph.D. DNA METHODS FOR HLA TYPING WORKBOOK FOR BEGINNERS Version 7 Copyright (c) 1993, 1998, 2004,
2008 by Georgetown University



HLA nin test edilmesi 1950 lerde lam
lzerinde yapilan aglutinasyon testleri
ile basglayip; molekiiler ¢alismalarin
Gok one gectigi test c¢esitliligi ve
kullanim alanlarinin  da genisleyerek
onemini arttirdigi  glinimize kadar
gelinmigtir



Klinik 6nemi

* Transplantasyon (organ/doku nakilleri)
- Bobrek
- Pankreas
- Kalp
- Karaciger
- Kornea

- KEMIK ILIGT

Trombosit
Kan Transfiizyonlar:



Klinik 6nemi

» Hastalik calismalari

- Aile calismalar

* Hastaligi kontrol eden bir gen ile HLA
lokusu arasinda genetik bir baglanti var mi?
aileden kalitilmis mi?

- Popiilasyon ¢alismalari

* Hastalik ile bir HLA antijeninin birlikte
kalitilmasi s6z konusu mu?
- Or: Ankilozan Spondilit : B27
- Behget Hastaligi: B5



Kullanilan Teknikler
« Serolojik

Sitotoksite yontemi kullanilarak

monoklonal, poliklonal antikorlar arciligi ile

 Molekiiler

— Sekansa 0zgii primerler ile (SSP)

— Sekansa 0zgii oligonukleotidler kullanarak(SSO)
— Sekans dizilimini tespit ederek (SBT)



Serolojik Yontem (Mikrositotoksite )

HLA Antijenleri, bilinen bir antikor paneli kullanilarak, komplemana
bagli sitotoksitenin 6lcilmesiile belirlenir

Antijen kaynagi olarak Saflastiriimis T(Sinif I icin) ve B htcreler (Sinif 1
icin ) kullanthr ( )

(+)

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



- Sitotosite testinde SKORLAMA sistemi

Olii_hiicre orani SKOR Degerlendirme
70 - %10 1 NegaTIf
%11 - %20 2 Olasi negatif
%21 - %50 4 Zayif pozitif
%51 - %80 6 Pozitif
%81 -%100 8 Kuvvetli pozitif
0 Degerlendirme disi



Ornek 1a A32, -

- 8 B 52, 27, 49 27227277
Worksheet — Lymphotype HLA-AB 144/1 ;
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A B C D DR DQ DP
Al B5 B49(21) cwi Dwi DR1 DQ1 DPwi1
A2 B7 B50(21) cw2 Dw2 DR103 DQ2 DPw2
A203 B703 B51(5) cw3 Dw3 DR2 DQ3 DPw3
A210 B8 B5102 cw4a Dw4 DR3 DQ4 DPw4
A3 B12 B5103 Ccws Dw5 DR4 DQ5(1) DPw5
A9 B13 B52(5) cwé Dw6 DR5 DQ6(1) DPw6
A10 B14 B53 cw7? Dw7 DR6 DQ7(3)
A11 B15 B54(22) cws Dw8 DR7 DQS8(3)
A19 B16 B55(22) cw9(w3) Dw9 DRS DQ9(3)
A23(9) B17 B56(22) Cwi10(w3) Dw10 DR9
A24(9) B18 B57(17) Dwii(w7) DR10
A2403 B21 B58(17) Dwi2 DR11(5)
A25(10) B22 B59 A\ Dw13 DR12(5)
A26(10) B27 B60(40) ( \A /'} \ Dwi4 DR13(6)
A28 B2708 B61(40) \;' / Dwi5 DR14(6)
A29(19) B35 B62(15) Dwi16 DR1403
A30(19) B37 B63(15) Dw17(w7) DR1404 S_I_r . C T T T
A31(19) B38(16) B64(14) Dw18(w6) DR15(2) L = dede
A32(19) B39(16) B65(14) Dw19(w6) DR16(2) 21
A33(19) B3901 B67 Dw20 DR17(3) A_n 1 e m_e_r
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




Avanta], Dezavantajlari

Diisiik ¢oziiniirliikte bir tiplendirme miimkiin
Yeterli sayida canli hiicre gereksinimi var

Kullanilan antikorlarin, komplemanin kalitesi
onemli

standardizasyon zor olabilir
Capraz reaksiyonlar sorun yaratabilir

Hiicre ylizeyinde ifade edilmeyen (“Null”) bir
allelik varyatin tesbitinde yardimc1 olur



Molekuler Yontemler

SBT |— Tumsekans — HLA allelinin tam fotografi

@ ile TiplemD

SSOP | — Sekans fragmanlann — Fotograftaki
SSP parcalardan se¢meler

|

Rutin ¢alismalarda
vaygin olarak kullaniliyor




PCR-SSP
(Sekansa Spesifik Primerler)

> OzgunlUgu saglayan secilen primerlerle yapilan cogaltma
islemidir. Grup/allele 6zgtin primerler kullanihr

» Polimorfik olmayan bir gen, kontrol olarak kullaniliyor
» Elektroforez islemini takiben gorinti alintyor

> Cesitli yazilimlar aracihigi ile degerlendiriliyor (Or: SCORE)
» Daha zahmetli, otomasyon zor

» Fazla miktarda DNA kullanimi gerekiyor



30 - 40 cycles of 3 steps :

‘lﬂh‘wﬁm” ‘mm ‘ | Step 1 - denaturating

| minut 94 °C

| T DENATURASYON

iy Al | Tek sarmal DNA
|

FCR

1T 13 Step 2 : annealing !

primer s 45 seconds 54 °C

w. y s, Probun tek sarmal
| K forward and reverse
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Step 3 ; extension
| L s Polimeraz arag
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Positive Negative

reaction reaction
Well I —
Internal — —
control band
Fositive -

typing band

Frimer band |:| |:|

No
reaction
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Ornek: Molekiiler HLA B galismasi,

“SCORE” Yazilimi ile analizi

HLA-B [@approval penamng)

summarised typing interpretation: B*27 o

Tested SSOMS5P Kits:
HLA-B low resolutionfkKi3

10O 20 20 40 ¥ 60 7O &80

9 10 1 O120140 150 16 &

17 0O 1 O 210220 230 240

2510 2 M 290300 310 328
3 M 370 388 390400
4 O45 046 4 47 O

(tolerance 0

0)
entered: 15M001,20
modified:  1501/20

0142

01/2
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PCR SSOP
(Sekansa Spesifik Oligonukleotid Problar)

Ozguinligl saglayan Amplifikasyonu takiben kullanilan hibridizasyon
poroblaridir. Amplifikasyonda ise Lokusa veya gruba 6zglin primerler
kullanilir.

PCR ile cogaltilan trtn(forward) veya Problar(reverse) kati bir tasiyici
ortamda(naylon/nitroselliloz membranlar, boncuklar) tutulur.

Hibridizasyon islemini takiben olusan Uriin —Prob kompleksi
goriuntilenir (Enzim araciligi ile renklendirme, floresan ile isaretleme...)

Ayni anda cok sayida 6rnek calisilabilir
Gerekli DNA miktari nisbeten azdir



PCR SSOP

KEKEKKKX

Biotinle isal‘etli Cogalmls olan
primer kullamlarak DNA
yapilan PCR

% 3 o K

Cok sayida
hareketsiz [
prob
/ tastyan —
seritler |
*
*
72 [ -
-y Hibridizasyon Renklendirme  Yorum
ile tammmlama
» *00 .04
¥ - Q %..
Denatiire f:: .\\-l k . .
edilmis PCR < r/’ ) \ﬂ Q \
urinleri = p \ B O

Renk kodlar1 olan(farkh renkteki boncuklara
bagh problar



SSO sonu¢ Ornegi
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Dizilim (Sekans) Analizi 1le HLA
Tiplendirimi
ekansa Bagli Tiplendirme,



SBT Yonteminin Basamaklari

Sekanslama Reaksiyonu (PCR)

Urliiniin saflastirilmasi

-

Uriinlerin Cihaza Yiiklenmesi, elektroforez

#) ANALIZ



dNTP ve ddNTP Farki

DNA zIncirinin uzar DNA zincirinin uzamasi sona erer

5 5
POCH2 f : | POCH2 f E j
0 H 0/
3H 3 H

Deoxynucleotide - dNTP Deoxynucleotide - dNTP

Deoxynucleotide - dNTP Dideoxynucleotide — ddNTP

Chain Terminator

The elongation of DNA chain terminated by incorporation of a dideoxynucleotide



Sekanslama Reakslyonu

SBT with Dye-Terminator Chemistry

Ayni anda dort farkli renk kullanarak her baz tanimlanabiliyor

---ACGCTAGATGAACGTTGAGCTAC---
ACGCTAGATGAA™
ACGCTAGATGAACH
ACGCTAGATGAACG*
ACGCTAGATGAACGT™
ACGCTAGATGAACGTT™
ACGCTAGATGAACGTTG*
ACGCTAGATGAACGTTGA®
ACGCTAGATGAACGTTGAG*™

ACGCTAGATGAACGTTGAGC*

ACGCTAGATGAACGTTGAGCT™
ACGCTAGATGAACGTTGAGCTA™

ACGCTAGATGAACGTTGAGCTAC---

AL

OFT

| rlIIrl
il

IAananernnnm
i

Il.lll IJ| mlul

oFT oTI
IMEYDIL BLODIL BOY2 DI I W I ORI DI W OL 0D LD 1

Serlek“ dATP, dCTP, dGTP, dTTP; ddATP*, ddCTP*, ddGTP*, ddTTP*
azlar



SBT sonu¢ Ornegi

ACC G G GTAAAC‘GCG’“””GG—GG“T“'T G’“'SGGTCGAqGGT\TGGGCGGGTTFG ZGC CIPHGGG."'.GGL,GG ATCTCGG ACCCO
70 . B0

WA MN“ i) M MU‘M& | “.“_Musd. HAL !. NI

'GAGAC‘T("G GGGEGCGACCCGGGCCGT AC GTGGGGGRTGGGGRGTPGTG:&C TG CGCCCCE GGl GGG GT PRCPCF&CLGGL\,T
100 120 130 140 180

00 o e

CEGCTCTEGGT TGTAGT AGC CGCECAGE T TCCG C AGGC TC TCTCG G TARGTC TG TG T GT TG GTCTTGGAGATCTGTGTCT O
170 180 190 200 210 220 230 240

|"|

il i o e o

CCe T CCCAATAC T C GG CCCCTCC TGO TCTATC CACG GO GO CCGCGGEGOT CCTOCT O TCGEGACTCGCGEGEGCEGTCEGCTE T CGE AL
25 260 270 280 2540 300 310 320

A O S o i




Molekuler Teknikler

Avantajlari
> Ozglin, esnek
> Istenen duyarlikta ¢aligma imkani var,
> Yeni aleller tanimlandikga yeni reaktifler gelistirilebiliyor,
» Serolojik olarak fanimlanamayan alleller taninabilir
» Canli hiicre gerektirmiyor
» Hastalik / tedavi durumundan etkilenmiyor
» Otomasyona uygun

» Gok sayida 6rnek es zamanli ¢alisilabiliyor



