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HUMAN LEUKOCYTE ANTIGENS-DPB1 VE KARISIK LENFOSIT
KULTUR ILISKISI
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OZET

Galigmamizda 1. stuf HLA antijenleri ve HLA-DPB1 gen bélgeleri uyumlu KIT planlanan 20
hasta ve bunlarin verici aday: kardeglerinin IL sinif HLA gen bdlgesinde bulunan HLA-DPB1
allelleri PCR amplifikasyonu reverse dot blot hybridization yontemi ile saptandi. Ayn1 zamanda
20 alici/verici ¢ifte karigik lenfosit kifltiir testi uygulandi. DPBI ailelleri uyumlu olan giftlerin
MLC test sonuglarinin da negatif oldugu goriildii. HLA-DPB1 allellerinin akraba olmayan verici
seciminde aragtirlmasinin daha uygun olacag kamsindayiz. -

Anahtar Kelimeler: ML.C, HLA-DPB1 tiplemesi, PCR

SUMMARY . .

The relation of HLA-DPB1 with mixed lymphocyte culture: In our study, HLA class I antigens
and HLA-DRB1 gene region of 20 patients to whom BMT was planned, and HLA-DPB1 alleles
found in HLA class II gene region of the siblings of the patients, were detected by the PCR
amplified reverse dot blot hybridization method. Mixed lymphocyte culture test was then applied
to-20 couples of donor and recipient, When the DPB1 alleles were matched with the couples, the
results of MLC test were negative as well.

Our opinion is that would be more convenient to type HLA-DPB1 alleles in the selection of
unrelated donors.
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GIRIS

HLA bolgesinde genetik varyasyonlarin
saptanmasi, transplantasyonlarda — graft
rejeksiyonunu azaltmak igin “HLA uygun”
alict/verici  ¢iftlerin  segilmesinde ¢ok
faydalidir. Pek ¢ok laboratuvarda HLA 1L
simif antijenlerin saptanmast serolojik
yontemler ile yapilmakta ve 6zellikle kemik
iligi transplantasyonlarinda (KIT) IL sumuf
lokuslar i¢in karigik lenfosit kiiltiir (MLC=
mixed lymphocyte culture ) testi
uygulanmaktadir. MLC testi, akut GVHD
(graft versus host disease) gelisme riskini
onceden bildiren, alici ve vericinin HLA-D
bolgesinin uygunlugunun arastirilmasinda

standart bir doku tipleme testi olarak

kullanilmaktadir (9). HLA-DP bolgesi iki

¢ift A ve B genlerinden olugmustur.
(DPA1/DPB1 ve DPA2/DPB2). Bu gen
ciftlerinin DPA ve DPB genlerinin
duplikasyonu ile olustugu distiniilmektedir.
HLA-DPA1 ve DPB1 genlerinin her ikisi de
fonksiyonel olup, HLA-DPA2 ve DPB2
genleri ise frame shift (sifre kaymasi)
mutasyonlar ile  fonksiyonsuz  hale
gelmiglerdir (5). HLA-DP molekiillerinin
fonksiyonlari diger II. siuf antijenleri kadar
yogun bir gekilde incelenmemigtir. Ayni
fonksiyonel ozellikleri paylagmalarina
ragmen,’ antijen sunumundaki kisitlayici
elemanlar  olarak  rol  oynadiklar
transfeksiyon caligmalart ile gosterilmigtir
(7). HLA-DP antijenleri hem kuvvetli bir
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ikincil proliferatif cevabi, hem de diger IL
smif molekiillere benzer olarak primer
karisik lenfosit kiiltirde doza bagimli T
hiicre proliferasyonunu uyarmrlar (13). HLA-
DP uyusmazhiginn akut GVHD’yi uyardig:
baz1 calismalarda belirtilmistir (14). HLA-
DP antijenleri baslangigta PLT (primed
Iymphocyte typing) kullanilarak
tanimlanmigtir (17). HLA-DPA1 ve DPBI1
genleri daha sonra RFLP (restriction
fragment lenght polimorphism) yontemi ve
monoklonal antikorlar ile ve son zamanlarda
DNA dizi analizi ve PCR (polimerase chain
reaction)’a dayali yontemler ile daha yogun

olarak  incelenmistir . (2,10,16). Bu
incelerpeler sonucunda bu genlerdeki
polimorfizmin,  hiicresel  tekniklerde

tamimlunandan ¢ok daha fazla oldugu
goriilmiigtiir. Bu ¢alismada 1. sumf antijenleri
ve HLA-DRB1 gen bolgeleri uyumlu olan
hasta / vericilerin HLA-DPB1 allelleri PCR-
SSO (sequence specific oligonucleotide)
reverse dot blot hybridization yontemi (3)

kahve rengi bant olugumunun gozlenmesi ile
plastik okuma karti kullanarak pozitif
proplar Dbelirlenir. Bilgisayar programi
kullanilarak alleller saptanir (3).

Karigik lenfosit kiiltiir (MLC)

Alict ve verici ¢iftlerden heparinli kan almir,
Ficoll-Hypaque gradient santrifiij yontemi
ile 1500 rpm de ayrilan lenfositler RPMI-
1640 ile iki kez yikandiktan sonra % 5 fetal
calf serum igeren complete  medium
igerisinde kiiltiir ortamma almir ve 96 saat
i¢in %5 CO2 igeren 37 0 C lik inkiibattre
birakilirlar, 96 saatin sonunda kuyulara H3-
thymidine ilave edilir ve 16-18 saat sonra,
yaklagik bir hiicre siklusu sonucunda
hiicreler toplanarak b sayacmda sayim
yapilir (6). Testin sonucunda SI ve RRI
degerleri proliferasyon Olgiimleri olarak
hesaplanir.

BULGULAR
20 Hasta ve 20 saglikli verici olmay: lizere 40
kiginin DPB1 gen bolgesindcki alleller PCR-

ile belirlendi. MLC testindeki RRI (relative
response indeks) ve SI (stimiilasyon indeks)
degerleri ile DPB1 allellerinin iligkisi
aragturidi,

MATERYAL VI METOD

Bu ¢ahgmada cesitli hematolojik hastaliklar
nedeniyle KIT planlanan 20 hasta ve
bunlanin saglikli verici adayr 20 kisiden
alinan kan drnekleri kullaniimigia.

DNA izolasyonu )

EDTAh tam kau oOrneklerinden Trimethyl
amonyum tuzlary ile denaturasyon ve
presipitasyos yontomi ile DNA clde edildi
(8). )

PCR-S: O 14 erse cut blov hybridization
PCR ile amplifiye olan DNA ornegi, kagit
meinbrealar iizerinde tespit edilmis olan

spesifik oligoniikleotid problar ile hibridize.
sirasinda DNA

edilir.  Amplifikasyon
materyali biotin ile iyaretlenir. Hibridizasyon
sonrast streptavidin ile igaretlenmis olan
alkali fosfataz ortan.u eklenir ve dnceden
olusmug olan biotinli hibrit ile baglamr.
Daha sonrra BCIP/NBT kromojen ile inkiibe
edilic. Kagit .nembrunlar lizerinde mor-

SSO reverse dot blot hybridizatic. yontemi
ile aragturildi. Tek kagit membran iizerinde
pozitif problarin varlifi renk degisimine gore
tespit edildi. Okuma kart: kullanilarak elde
edilen sayilar bilgisayara kaydedilerek allel
saptamasi yapildi. Hasta ve vericilerinin
DPB1 allellerinin uyumlu olduklart ve MLC
testinde RRI degerlerinin (-) oldugu ve SI
degerlerinin <1 oldugu gosterildi (Tablo 1).

TARTISMA

Serolojik yontemlzrin yetersizligi nedeniyle
HILA-DP tiplemesi allogeneik kemik iligi
naklinden 6nce rutin olarak yapilamryordu.
DNA’nin molekiiler diizecyde incelenmesine
olanak veren yontemlerin gelistirilmesi
sonucu HLA-DP tiplemesine baslanmustir.
Alici/verici arasindaki DP uyusmazligy alica
verici hiicrelerin in vitro kiiltir ortammda
kargilagtinldigt MLC testini etkiler. HLA-
A,-B,-DR antijenleri uyumlu olan giftlerde
bile MLC testinde goriilen pozitif sonuglarn,
DP uyumsuzluguna bagli olabilecegi
bildirilmektedir (12). HLA-DR ve -DP gen
bolgeleri arasinda  %1-%3  oraninda
rekombinasyon oldugu (15) ve HLA (-A, -B,
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Tablo 1. Alici/vericilerin HLA-DPB1 allelleri ve MLC sonuglari

Alicr/Verici no DPB1 allelleri RRI* SI#*
1 0401-0401 -17 0,401
2 0401-0402° -18 0,763
3 0401-0401 -30 0,551
4 0401-4101 -40 0.,601
5 0402-4101 -8 . 0,890
6 0401-1701 -0.9 0,948
7 0401-4101 -16 0,875
8 0402-4101 -12 0,820
9 0401-4101 -112 0,302
10 02012-2901 +9 1,083
11 0301-0401 =22 0,767
12 01011-0401 -23 0,068
13 0402-1701 -12 0,532
14 2901-4901 +2 1,095
15 0301-0402 -19 0,904
16 0401-0401 -24 0,653
17 0401-1701 -23 0,311
18 02011-0301 -12 - 0,798
19 ‘ 1701-3701 -150 0,614
20 0401-0402 -15 0,820

* RRI- relative response indeks

## ST- stimiilasyon indeks

-DR, -DQ) identik kardeglerde -DP
uyusmazhgmin rekombinasyonlara bagh
olarak nadiren de olsa gérﬁldﬁgﬁ
bildirilmektedir. HLA identik kardeslerden
yapilan KIT de DP tiplemesi ile'ilgili li¢ ayr
seri ¢alisma rapor  edilmisti.  Bu
calismalardan birisinde  RFLP- yontemi
kullanilmigs ve 34 ¢iftin higbirinde DP
uyusmazhigi gériilmemig (11), yine RFLP ile
26 ciftin DP tiplemesi yapilmig bunlardan
ikisinde uyusmazlik goriilmiigtiir (1).Otuz

bes c¢iftin ikisinde PLT (primed lymphocyte
typing) uygulanarak arastirilan DP
allelerinde uyumsuzluk saptanmigtir. Akraba
olmayan KIT’ de ise DP uyusmazlik
oraninin yiiksek oldugu bildirilmektedir(12).
Tiirkiye’de KIT adayr hasta ve bunlarin
saglikli vericilerinin DPB1 allellerinin
aragtirilmasma  yonelik bir c¢aligmaya
rastlamadik. Bizim caligmamizda hasta ve
vericilerde saptanan allellerin bazilar
(*4101,*2901,%1701,%3701, *4901 gibi)
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halen serolojik yontemler ile
saptanamamaktadir. Ciinkti hiicre
yiizeylerinde  yeterli  miktarda  DP

molekiillerinin ekspresyonu olamadigi igin
serolojik yontemlerin yetersiz kaldig:
bilinmektedir (12). Bu ¢alismada DPB1 gen
bolgesinde 11 farkl: allel, hastalar ve vericiler
de saptandi. Biz 1. suuf HLA antijenleri ve
HLA-DRBI1 allelleri uyumlu olan alici ve
vericilerinin HLA-DPB1 allellerinin de tam
uyumlu olduklarmmn goérdiik. HLA-DP
allelleri uyumlu olan bu giftlerin MLC’de
RRI degerlerinin -150 ile +9 arasinda ve SI
degerlerinin ise < 1 oldugunu saptadik. Tki
ciftin RRI degerlerinin +2 ve +9 olmasina
ragmen MLC testindeki +20’ye kadar olan
RRI degerleri negatif kabul edildigi icin
MLC sonuglart negatif olarak
degerlendirilmigtir. HLA-DP antijenlerinin
MLC cevabim uyarmadigi kabul edilse de
baz1 c¢aligmalar da HLA-DR uyumlu
olanlarda DP uyusmazlifina bagh olarak
MLC reaktivitesinde artig gosterilmistir. De
Gast ve ark.’lari. kardegler arasinda
uygulanan MLC de RRI>%S5 {izerinde
olmast halinde DP uyusmazligindan stiphe
edilmesi gerektigini diiglinmelerine ragmen,
HLA-DP farkliliginda bile (-) MLC degerleri
elde etmiglerdir. HLA identik KIT’ten 6nce
gozlenen MLC cevabindaki artig’in genetik
farklihigr gostermedigini bunun l¢semi ile
iligkili antijenlere bagli olabilecegini
bildirmislerdir (4). Caligmamizda RRI degeri
%5’in iizerinde tek bir ¢ift vardir ve DPB1
allelleri uyumlu olarak bulunmustur. Sonug

- olarak HLA-DRBI identik kardegler arasinda

cok nadir goriilebilecek olan DPB1 allel
uyusmazliginin akraba olmayan vericiler
arasinda yapilacak olan KIT éncesinde ML.C
testi ile birlikte arastirilmasimin daha uygun
olacagmi diigliniiyoruz.
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