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Kan Transfüzyonu ve Organ Transplantasyonu Yapılmış Hastaların 
Serumlarında Anti-HLA Antikorlarının Tanımlanması
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Objective: The role of HLA molecules in innate immunity is well known. 
It has also been established that anti-HLA antibodies are produced by 
blood transfusion, multiparous women, previous transplantation, and 
autoimmune diseases. Anti-HLA antibody may occur during transplanta-
tion depending on the HLA tissue compatibility the between donor and 
recipient. The variety of anti-HLA antibodies depends on mismatches, 
affecting the risk of rejection. In our study,, we aimed to establish anti-
HLA antibodies from the sera of blood transfused people. As anti-HLA 
antibodies were present, they were identified and used for transplant 
immunology tests. 
 
Materials and Methods: Sera were obtained from the people who 
were blood transfused. Thirty-five serum samples were loaded on 60 
teresaki plaques (including 72 wells) and called lot 1.Lot 2 included 62 
and lot 3 involved 40 plaques. Lot 4 was for 12 patients who were renal 
transplanted. Their pre and post transplantation serum samples were 
used. Prepared plaques which included serum samples were tested by 
lymphocytes isolated and HLA typed routinely each day from the pa-
tients. As HLA typed lymphocytes react with given serum, serum were 
analyzed to determine which antigens react with them.

Results: Lymphocytotoxicity method was used for antigen/antibody 
reactions. True positive, true negative, false positive and false negative 
reactions were statistically assessed to find out antibodies that react 
given antigens. We obtained 12 specific and 3 non-specific antibodies 
out of 117 sera.

Conclusion: 15 anti-HLA antibodies were identified. Twelve  anti-HLA 
antibodies were specific. They were analyzed a couple of times to con-
firm that they react given HLA antigens. Then, some HLA antigens which 
are disease related were investigated. HLA antibodies are  polymorphic; 
thus, they need to be tested with more and more specific antibodies. 
Non-specific anti-HLA antibodies reacted with almost all the HLA anti-
gens. Hence, they were used as a control serum for serologic tests. The 
patients who had anti-HLA antibodies in their serum were warned for 
future complications, such as being organ transplantation candidates.
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Amaç: MHC’ nin keşfinden bugüne kadar HLA moleküllerinin edinsel immün 
yanıttaki rolü oldukça iyi tanımlanmış olup, kan transfüzyonu,  multipar gebe-
likler, transplantasyon, viral ve otoimmün hastalıklarda anti-HLA antikorlarının 
oluştuğu tespit edilmiştir. Organ nakillerinde anti-HLA antikorların oluşumu 
alıcı ve verici arasındaki HLA doku uyumuna göre değişmektedir. HLA uyum-
suzluk sayısındaki artış, alıcının vericideki HLA antijenlerine karşı oluşturacağı 
antikor çeşitliğini ve buna bağlı olarak rejeksiyon riskini artırmış olacaktır.
Biz çalışmamızda kan transfüzyonu gerçekleştirilmiş kişilerde HLA antijenleri-
ne karşı oluşmuş antikorları kompleman bağımlı Lenfositotoksisite yöntemi ile 
tespit edip, farklı HLA antijenlerine karşı oluşmuş antikorları laboratuarımızda 
HLA antijenlerini tanımlamak için yapılan serolojik testlerde kullanmayı amaç-
ladık.

Gereç ve Yöntem: Kan transfüzyonu yapılmış kişilerden alınan periferik 
kandan serumlar elde edildi. Serumlar teresaki plaklarına döküldü. Plakta 
35 hastanın serumunun yeri haritalandı ve 62 plak hazırlanıp lot 1 olarak 
adlandırıldı. Lot 2, 62 ve lot 3, 40 plak olarak hazırlandı. 12 Renal transplan-
tasyon gerçekleştirilmiş olan hastadan alınan transplantasyon öncesi (PreTx) 
ve transplantasyon sonrası (Post Tx) serumları teresaki plaklarına döküldü ve 
lot 4 olarak isimlendirildi. Tıbbi Biyoloji Laboratuarına günlük rutin doku tip-
lendirmesi için başvuran hastalardan izole edilen lenfositler bu plaklar üzerine 
döküldü. Mikrolenfositotoksitite metodu ile antijen-antikor reaksiyonu veren 
serumlarda, doku tipi belirlenmiş lenfositlerin üzerindeki hangi HLA antijenler 
ile reaksiyon verdiği tespit edildi.

Bulgular: Lenfositotoksisite yöntemi ile yapılan değerlendirmede doğru po-
zitif, yanlış pozitif, doğru negatif ve yanlış negatif sonuçlar istatistiksel olarak 
değerlendirildi. 117 hastanın 12 tanesinde spesifik anti-HLA antikorları ve 3 
tanesinde non-spesifik anti-HLA antikorları tespit edildi.

Sonuç: 117 serumdan 15’de bulunan anti HLA antikorları tanımlanarak, 
nonspesifik bulunan HLA antikorları (birden fazla HLA antijeniyle reaksiyon 
veren) HLA antijenlerinin serolojik tespitinde pozitif kontrol olarak kullanıldı. 
Spesifik HLA antijenine karşı oluşmuş anti-HLA antikorları, HLA hastalık iliş-
kilerinde ön plana çıkan bazı antijenlerin tespitinde faydalanılmak üzere ön 
tarama olarak kullanılarak maliyeti yüksek serolojik testlerin ileriki basamak-
larını yapmama değerlendirmesi yönünde fayda sağladı. Bu çalışmalar daha 
geniş serum panellerinde çalışıldığında elde edilecek anti-HLA antikorlarının 
çok düşük maliyetli olarak serolojik HLA antijen tespitinde kullanılacağı anlaşıl-
dı. Diğer açıdan serumunda anti-HLA antikoru olan hastalar uyarılarak, ileriki 
dönemlerinde sorun oluşturacağı durumlarda hekimi uyarması açısından ön 
bir veri olarak kullanıldı.

Özet
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Öncel ve ark.

Giriş

ir çok immünolojik reaksiyonda rol alan, 200 den fazla 
gen içeren, 6p21.31  lokalize olan MHC (Major Histo-
kompitibility Complex) gen bölgesi ilk kez farelerdeki 

transplantasyon çalışmaları ile Peter Gorer tarafından 1937 yı-
lında ortaya çıkarılmıştır[1].Bu genlerin ürünleri olan moleküller, 
1958 yılında Jean Dausset  tarafından  tanımlanmış, Van Rood  
kan transfüzyonu yapılmış kişilerin ve multipar kadınların serum-
larında lökositlere karşı oluşmuş antikorların varlığını göstermiş-
tir[2]. MHC’de yer alan en önemli genler esas fonksiyonu antije-
nik peptid sunumunu gerçekleştirerek immun cevap oluşumunu 
sağlayan HLA (Human Leukocyte Antigens) genleridir.

1977 yılında, HLA tanımlanmasından sonra ilk sınıflandırma-
yı Jan Klein class I, II, III şeklinde yapmıştır. Class I molekülleri 
tüm çekirdekli hücrelerde, 6. kromozom üzerindeki class I genleri 
(HLA-A, B, C) tarafından kodlanan bir α ve bu zincire non-kovalan 
olarak bağlı 15. kromozomdan kodlanan bir β zincirinden mey-
dana gelmiş transmembran proteinleridir[3,4]. α  zincirinin hücre 
dışında oluşturduğu domainlerdeki aminoasit (aa) dizilimindeki 
farklılıklar molekülün polimorfizmini meydana getirir. Bu domain-
ler peptid bağlama bölgesini oluşturarak antijen sunucu hücreler-
de (APC), hücre içi antijenik peptidlerin hücre yüzeyine taşınarak 
CD8 sitotoksik T lenfositlerine  (CTL) sunulması ve immün yanıtın 
ortaya çıkmasında rol oynar[5]. Bunun yanı sıra yine class I bölge-
sinden kodlanan HLA-E natural killer (NK) hücreleri ile ilişkili im-
mün yanıtta, HLA-G maternal fetus töleransında rol oynamakta-
dır[6,7]. HLA class II molekülleri monosit, aktive T lenfositleri  ve 
B lenfositleri ile Langerhans ve Dentritik hücrelerin membranında 
bulunmaktadır[8]. HLA class II genleri; DR, DQ ve DP genleri olup, 
bu gen ürünü olan HLA molekülleri birbirine non-kovalan olarak 
bağlanmış  α ve β zincirinden oluşur. α ve β zincirleri dört domain 
içerir. Her iki zincirin amino ucu,  =1 ve β1 alt birimleri, polimorfik 
noktalar içerir ve 10-30 aa uzunluğundaki peptidlerin yerleşebile-
ceği bir peptid bağlama bölgesi oluşturur[8,9].Class II molekülleri 
hücre içi antijenik peptidlerin CD4 yardımcı T lenfositlerine su-
numunu gerçekleştirmektedir. Class III genleri properdin faktör B 
(BF), C2, C4A ve C4B kompleman bileşenlerinin yanı sıra ısı şok 
proteinleri ailesi üyelerinden bazılarını ve TNF kodlamaktadır[4].

HLA moleküllerinin immunolojik reaksiyonlardaki rolünün 
tanımlanması ve 1965’de Teresaki’nin yaptığı böbrek naklinin 
başarısızlıkla sonuçlanması ile HLA antikorlarının önemi ortaya 
çıkmıştır[10]. HLA antikorları multipar gebeliklerde, rejeksiyon ile 
sonuçlanmış transplantasyonda, kan transfüzyonu, viral ve oto-
immün hastalıklarda tespit edilmiştir[11,12]. Antikorun sınıfı, avi-
ditesi ve afinitesi, konağın immün durumu, immün savunmadaki 
hücre sunumunun tipine ve immünizasyonun gidiş yönüne göre 
farklılık gösterir[4]. Multipar gebe kadıların % 15-20 de tanım-
lanan HLA antikorları IgG  sınıfında, yüksek titrede ve afiniteye 
sahiptir[9]. Bu antikorları oluşum sebebi fetusun immünojenik 
olmasıdır. Gebeliğin 12. haftasında fetal HLA Class II antijenleri 
belirir[13]. Bu antikorlar plasentadan geçebilmelerine karşın fe-
tusa zarar vermez. Çünkü fetal paternal antijenlere karşı otolog 
T hücre cevabını düzenleyen maternal T süpressör hücre etkinliği 
ortaya çıkar ve böylece fetusa karşı gelebilecek humoral ve hücre-
sel tepkiler baskılanabilir[14]. Bu antikorların ömrü 20 yıl olabildiği 

gibi 2 hafta içerisinde de kaybolabilmektedirler. Organ nakillerin-
de ise; rejekte olan graft sonrasında, özellikle graft erken rejekte 
olmuş ve çıkarılmışsa birçok hastada antikor gelişir[15,16].  Trans-
plantasyondan sonra oluşan antikorların titresi donör ve alıcı ara-
sındaki HLA uyumsuzluğunun derecesine bağlıdır. Bu antikorların 
çoğu IgG sınıfından olup IgM yapısında olanlar da vardır[4]. Kan 
transfüzyonu sonucunda da HLA antikorları oluşabilmektedir. Kan 
transfüzyonu ve Transplantasyonda donör HLA antijenleri alıcı 
tarafından yabancı olarak tanınır ve sonuçta donor hücrelerinin 
yıkımına neden olacak T hücre aktivasyonuna neden olur. Bu olay 
direct allotanıma olarak bilinmektedir. Bir diğer yol olan indirect 
tanımada ise transfüzyon veya transplantasyon ile donörden 
gelen antijenik peptidler alıcının kendi APC’leri tarafından sunu-
lur[9,17].Oluşan bu antikorlar IgM ve IgG sınıfındandır[4].  Yük-
sek titre de olabilmesi için; kişinin İmmün durumuna bağlı olarak 
eğer herhangi bir gebelik söz konusu değilse en az 5 ünite kan 
transfüzyonu gerekmektedir[9,18,19]. 

PRA (panel reaktif antikor) olarak isimlendirilen ve 20-30 do-
nör hücresinden oluşan bir paneldeki pozitiflik ile ifade edilen bu 
antikorların tanımlanmasında kullanılan yöntemlerden biri olan 
mikrolenfositotoksisite yöntemi ile sadece aktivasyonu komple-
mana bağlı antikorlar tespit edilebilmektedir. Düşük düzeydeki 
class I özgül antikorları, class II antikorları ve kompleman bağım-
sız otoantikorlar tespit edilememektedir.

Yaptığımız bu çalışmada, kan transfüzyonu ve transplantas-
yondan sonra anti-HLA antikorlarının oluşup oluşmadığını göster-
meye çalıştık.

Gereç ve Yöntem

 
Çalışmamızın hasta grubu, 2006-2007 tarihleri arasında Azi-

ziye Araştırma Hastanesi Genel Cerrahi ve Gögüs Cerrahi servisin-
de kan transfüzyonu yapılan 105 hasta ve Organ Nakli Ünitesinde 
Renal Transplantasyon yapılmış olan 12 hastadan oluşturulmuş-
tur. Anti-HLA antikorlarının tespiti için, en az 1 ünite kan trans-
füzyonu yapılmış olan 105 hastadan alınan serumlar ve 12 Renal 
transplantasyon gerçekleştirilmiş olan hastadan alınan transplan-
tasyon öncesi (PreTx) ve transplantasyon sonrası (Post Tx) serum-
lar teresaki plaklarına döküldü. Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Tıbbi Biyoloji Laboratuarı rutin analizlerinde doku tespiti yapılmış 

B
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lenfositler ile serumlar test edildi.

Serum Örneklerinin Terasaki Plaklarında Haritalanması 
1 µl parafinlenmiş 72 kuyulu teresaki plaklarına her bir kan 

transfüzyonu yapılmış olan kişiden alınan serum örneği için 1 µl 
ve ½ RPMI ile dilüe olacak şekilde 2 kuyucuk ayrılarak toplamda 
1 plak lotunda 35 farklı serum örneği olacak şekilde düzenlendi. 
Plaktaki bir kuyucuk pozitif kontrol olarak PRA’ sı pozitif olan bir 
hastanın serumundan 1µl, bir kuyucuk ise negatif kontrol olarak 
1µl izotonik konularak hazırlandı. 105 serum örneği 35’lik grup-
lar halinde 3 lot olarak hazırlandı. Organ nakli ünitesinde  Renal 
transplantasyon gerçekleştirilmiş olan 12 hastanın Pre Tx serumu, 
Post Tx 1., 7., 14., 28. gün, 3. ve 6.ay, 1.yıl serumları her biri 
ayrı bir kuyucuğa olacak şekilde  haritalandı. Bir kuyucuğa pozitif 
kontrol, başka bir kuyucuğa izotonik negatif kontrol olarak yer-
leştirildi. 1, 2 ve 3. lottan toplamda 164 plak hazırlandı. 4. lot ise 
12 renal transplant hastasının Pre Tx ve Post Tx serumları ile 40 
adet hazırlandı. Plaklar özel plak rotorunda 1800 rpm de 2 dakika 
santirfüj edilerek -70 saklandı. Plak kullanılacağı zaman donduru-
cudan çıkarıldı ve oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi.

Lenfosit İzolasyonu
Tıbbi Biyoloji Laboratuarına gelen rutin hastalardan heparin-

li kan alınarak ve eşit miktarda fosfat tamponlu tuz (phospate 
buffered saline, PBS) solüsyonu ile dilue edildi. Dilüe edilen kan 
fikol üzerine yüklendikten sonra 2600 rpm de 20 dakika santrifüj 
edilerek oluşan lenfosit halkası  toplandı. NH4Cl çözeltisi ile mu-
amale edildikten sonra PBS ile yıkama işlemleri gerçekleştirildi. 
Lenfositler daha sonra RPMI 1640+ %10 FCS (Fetal calf serum) ile 
µl de 4000 olacak şekilde sayıldı. Lenfosit izolasyonunu yaptığımız 
sağlıklı kişilerin lenfositleri (mikrolitrede 4000) bütün kuyucuklara 
döküldü ve 30 dakika süresince inkübe edildi. Daha sonra tüm ku-
yucuklara 5 µl rabbit komplemanı ilave edildi ve 1 saat inkübasyo-
nu takiben boya eklenmesi ile sonuçlar invert ışık mikroskobunda 
değerlendirildi. Boya alan ve almayan hücreler; 1; hücrenin boyayı 
almadığı, 2; % 25, 4; % 50, 6; % 70-80, 8;  % 100 hücrenin boya 
alması şeklinde skorlandı.

Bulgular

En az 1 ünite kan transfüzyonu yapılmış, 105 hastadan alınan 
serumlar ile yapılan lenfositotoksisite yöntemi ile 15 hastada 
anti-HLA antikorları tespit edildi. Çalışma grubundaki hastaların 
yaş ortalaması 46,3±1,8’dır. Kadınların frekansı %39, erkeklerin 
frekansı %61’dir. 

Plaklara yerleştirilen serumlar ve üzerlerine dökülen doku 
tipi bilinen lenfositlerin reaksiyonları PRA-base analiz sistemi ile 
değerlendirildi. Analiz sisteminin doğru pozitif ve yanlış pozitif 

olarak değerlendirdiği anti-HLA antikorlarının istatistiksel sonuçları 
da Tablo 1-4’de verilmiştir. Kullanılan PRA-base analiz sisteminde: 
AA(++); Doğru pozitif, BB(+-); Yanlış pozitif, CC(-+); Yanlış nega-
tif, DD   (--); Doğru negatif, R; Antijene karşı antikor oluşabilme 
sıklığını göstermektedir.

Çalışmamızda kan transfüzyonu yapılan hastalardan alınan 
serumlardan; 3 tanesi full pozitif reaksiyon verirken, 1 serumun 
HLA-A1, 1 serumun HLA-A2 1 serumun HLA-A3, 3 serumun HLA-
A29, 1 serumun HLA-A35, 1 serumun HLA-A68, 3 serumun HLA-
B7, 3 serumun HLA-B8, 1 serumun HLA-B27, 1 serumun HLA-B49, 
1 serumun HLA-B51, 1 serumun HLA-B62 HLA Ag ile reaksiyon 
veren spesifik anti-HLA antikorlarını taşıdığı tespit edildi.

Renal transplantasyon gerçekleştirilmiş olan hastaların yaş 
ortalaması 29,4±2,9 olup kadın hastalar % 66,7,  erkek hastalar 
% 33,3 oranında bulunmaktadır. Hastalardan alınan PreTx ve  Post 
Tx serumlarından hazırlanmış olan Lot 4 serisinde bir hastanın 
transplantasyon sonrası 7.gün ve 14.gün serumlarında, HLA-A2, 
HLA-A30, HLA-A68 ve HLA-B63 spesifik anti-HLA antikorları Mik-
rolenfositotoksisite yöntemiyle belirlendi.

Tartışma

Kan transfüzyonundan sonra alıcının immün sisteminde 
kısa yada uzun süreli çeşitli değişiklikler ortaya çıkmaktadır. 
Bu değişikliklerin bir kısmı verilen kan komponentlerine 
karşı alloimmünizasyon şeklinde immün sistemin uyarılması 
yönünde gerçekleşirken, diğer kısmı kan komponentinin özel-
likleri ve alıcının immün durumuna bağlı olarak immün sistemin 
baskılanması yönünde de gerçekleşebilmektedir. Çalışmamızda 
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105 kan transfüzyonu yapılmış olan hastalara ait 15 serumda an-
ti-HLA antikorlarını tespit ettik. Bunlardan 12 tanesinin HLA spesi-
fik antikorlarına ve 3 tanesinin full pozitif yani tüm test edilen 
HLA antijenlerine karşı reaksiyon veren HLA antikorlarına sahipti. 
Bu hastalardan 3’de kadın olup, 1’den fazla kan transfüzyonu 
ve ikiden fazla gebelikleri vardı. Bu hastalarda tespit edilen anti-
HLA antikorları uygulanan tüm HLA antijenlerine karşı reaksiyon 
verdiğinden dolayı non-spesifiktir.

Yakın akrabadan kan transfüzyonu yapılmış 12 hastanın 
sadece bir tanesinde HLA-antikorları tespit edildi. Bu hastanın 6 
doğum yapmış olması oluşan HLA-antikorlarında etkilidir. 

Tespit edilen HLA antikorları; A1 (1 serum), A2 (1 serum), 
A3 (1 serum), A29 (3 serum), A35 (1 serum), A68 (1 serum), B7 
(3 serum), B8 (3 serum), B27(1 serum), B49 (1 serum), B51 (1 
serum), B62( 1 serum) olup, bu serumları ait olduğu 12 hastanın 
8’i erkek, 4’ü kadındı. Bu hastalarda en az 3 Ü kan nakli söz 
konusu olup, kadın hastalarda buna ek olarak 2’den fazla doğum 
hikâyesi vardı. 

 Ortalama 5 ünite ve üzeri kan naklinden sonra yüksek titrede 
anti-HLA antikorlarının oluşması beklenmektedir. Biz çalışmamızda 
3 ünite kan transfüzyonu yapılmış 7 erkek ve 8 kadın hastada 
anti-HLA antikorları tespit ettik. Çalışmamızda 5 ünite den fazla 
kan nakli yapılmış 13 hasta mevcut olup bunlardan 8’i erkek, 5’i 
kadındır. Bu hastalardan sadece iki tanesinde anti-HLA antikoru 
tespit edildi. Kan transfüzyonu ile HLA antikorlarının oluşumunda 
kanın kimden alındığı kadar kişinin immün sistemi, kanın ne kadar 
bekletildikten sonra kullanıldığı ve serumun ne kadar süre sonra 
alındığı da önemlidir. Çalışmamızda yer alan 2 hafta içerisinde 
20 ünite kan transfüzyonu yapılmış olan hastadan 6 ay sonra 
alınan serumunda HLA antikoru tespit edemedik. Yine bir yıl içe-

risinde 20 ünite kan nakli olan hastamızdan en son kan naklinden 
1 yıl sonra serum alındığında bu hastada anti-HLA antikorlarını 
tespit edemedik. Bu hastalarda ise belirli aralıklarla yapılan kan 
transfüzyonu sonucunda desensitizasyon gerçekleşmiş olduğu 
düşünüldü.

Renal transplantasyon yapılmış olan hastaların, transplan-
tasyon öncesi alınan serumlarında PRA negatif olan 12 renal 
transplant hastasından nakil sonrası alınan 1., 7., 14., 28. gün, 
3. ve 6. ay, 1.yıl serumlarında lenfositotoksitite metodu ile Anti-
HLA antikorlarını tespit etmeye çalıştık. Bu hastalardan sadece 
1 tanesinde HLA antikorlarının varlığını tespit edebildik. Bu ha-
staya 3 HLA mismacht olan donörden renal transplantasyon 
yapılması sonucunda hastanın Post Tx 7. ve 14. günlerine ait 
serumlarında HLA-B63, HLA-A30, HLA-A68 antikorlarını tespit 
ettik. Çalışmamızın bu kısmında alıcılar ve donörlerinin doku 
grupları tespit edilmişti. Donörde var olan HLA-A2 antijenine 
karşı alıcıda bu antijen bulunmadığından dolayı antikor oluşumu 
söz konusudur. Ancak bunun yanı sıra hasta serumunda HLA-B63, 
HLA-A30, HLA-A68 antikorlarının varlığı hastaya daha önceden 
kan nakli yapılmış olması ve birden fazla doğum yapmış olmasının 
bir sonucudur.

Çalışmamız sonucunda kan transfüzyonu yapılan hastalarda 
spesifik ve non-spesifik anti-HLA antikoru geliştiği ortaya konuldu. 
HLA uyumsuzluğu ve transfüzyon sonucu renal transplantasyon 
hastasında anti-HLA antikorlarının geliştiği gösterildi. Elde edilen 
nonspesifik serumlar pozitif kontrol olarak kullanılırken, HLA-B27 
antikoru tespit edilen serum ankilozan spondilit hastalığı ile ilişkili 
HLA-B27 testi ön taramasında kullanılabilir. Spesifik serumlar ise 
yüksek maliyetli serolojik testlerin hazırlanması için oluşturulan 
serum havuzuna eklendi.
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