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GiRiS

ABO olmayan antijenler icin eritrosit (RBC) fenotiplemesi genellikle hem kan tedarikgileri
hem de hastane bazli kan transflizyon merkezleri (TM) tarafindan donér veya alici RBC'ler
Uzerinde gerceklestirilir. Kanada'da bu, alloimmiinizasyonun meydana gelme ihtimalinin ylksek
oldugu klinik olarak 6nemli antijenleri ( Rhesus D ve Kell) icerir. Diger bircok RBC antijeninin de
(D, C, ¢, E, e, K, Fy?, Fy®, Jk?, JkP, S ve s), transfiizyon yapilan bazi hastalarda alloimmiinizasyona

katkida bulundugu bilinmektedir.

Kan tedarikgcilerinin ve hastanedeki transflizyon merkezlerinin ilave antijenler icin test
yapma karari degiskendir. Bazi hastaneler belirli klinik senaryolarda (pan-reaktif otoantikorlari
olan hastalar veya orak hiicre hastalig), bazilari ise kronik olarak transfiizyon yapilan tim

hastalarda fenotip uyumlu kanin kullanimi yaklagimini benimsemistir.

Su anda RBC fenotiplemesi, RBC agliitinasyonunun goérsel olarak tespit edilmesine
dayanan teknikler (jel kartlar veya kati faz plateler) kullanilarak gergeklestiriimektedir. Bu
yontemler, gozle gorilir sekilde tespit edilebilir aglitinasyon olusturmak icin buytk miktarlarda

hasta RBC'lerini, reaktif antiserumlarini ve antikorlari kullanir.

Flow sitometri klinik laboratuvarlarda hematopatolojide neoplastik hiicre
populasyonlarini karakterize etmek ve bagisiklik yetersizliginin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilir. Ancak transfiizyon tibbinda kullanimi sinirlidir. Laboratuvarlarda halihazirda

yaygin olarak bulunmasi, flow sitometrinin transflizyon tibbinda kullanim icin potansiyel
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olusturur. Bu yontemde serolojik yontemlere kiyasla ¢ok kiigik miktarda reaktif kullanimi soz

konusudur.

Bu arastirmanin amaci, hasta RBC drneklerinde alloimmiinizasyonla en sik iliskilendirilen
yaygin RBC antijenleri icin diisiik maliyetli, yiksek verimli, distk reaktif hacimleri kullanan flow

sitometrisine dayali RBC fenotipleme yontemi gelistirmektir.

GEREC-YONTEM

Yetmis 6rnek, hem flow sitometriye dayali fenotipleme hem de manuel tip standart

aglutinasyon kullanilarak test edilmistir.

Flow sitometri: Reaktifler ile birlikte %5'lik hasta RBC sispansiyonu kullanilmistir.
Antiserum kokteyli ve sekonder antikor kokteyli hazirlanmistir. RBC fenotiplemesi 96 oyuklu U
tabanh Falcon mikroplatelerinde gergeklestirilmistir. FACSCanto Il flow sitometre (BD
Biosciences) kullanilmis ve veriler 1024 floresans kanal dlceginde BD FACSDIVA™ yazilimi (BD
Biosciences) ile analiz edilmistir. TUm IgM antiserumlari igin, pozitif reaksiyonlari siniflandirmak
amaciyla arka plan kontroliinden >100 MCFS (median channel fluorescence shift)'lik bir cut-off

kullantimistir.

SONUC-TARTISMA

1. Flow sitometri yontemi fenotip sonuglari, panel hiicre ¢alisma sayfalarinda bildirilen
fenotip sonuglariyla ve hasta érnekleriyle yapilan geleneksel agliitinasyona dayal testle

%100 uyum goster.

2. Flow sitometriye dayali yontem, manuel tlp standart aglitinasyonu igin gereken
hacimlere (antijen basina 50 ul) kiyasla minimum reaktif hacmi (antijen basina 0,5-1 ul)
kullanmistir. Bu durum standart agliitinasyon testine goére kullanilan antiserum

hacminde 50-100 kat azalmayi temsil eder.

3. Buna ek olarak, flow sitometri yontemi cok hizlidir (yaklasik 30 dakika).
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4. Ayrica taze hazirlanmis ve bekletilmis (7 giin +4°C'de saklanan) antiserum kokteyllerinin

kullanilmasinin sonuglarda kayda deger bir fark olusturmadigi gértlmustir.

Bu calismada hem geleneksel agliitinasyon bazli fenotipleme yontemi hem de RBC
reaktif panel hicresi (Ureticileri tarafindan saglanan RBC fenotipleme sonuclari ile
karsilastirildiginda %100 uyum gosteren flow sitometri fenotipleme yonteminin basarili bir

sekilde dogrulandigi gosterilmistir.

Rutin aglitinasyon bazli RBC fenotiplemesi icin kullanilan monoklonal IgM ve IgG bazl
antiserumlarin, floresan etiketli sekonder serumlarla birlikte kullanildiginda akis sitometrisinde
basariyla uygulanabilecegi gdsterilmistir. Ayrica flow sitometride kiiglik hacimde hasta hiicreleri

ve antiserumlar kullanilabilir ve birden fazla hasta numunesi ayni anda calisilabilmektedir.

Kapsamli maliyet analizi bu makalenin kapsami disindadir. Ancak bu ydntemde
kullanilmasi gereken reaktiflerdeki azalma g6z 6nline alindiginda, yeterli test hacmine sahip

merkezlere 6nemli maliyet avantajlari saglayabilecegi sonucuna varilabilir.

Kan tedarikgileri tarafindan yiksek oranda fenotiplenmis bir alici popllasyonla birlikte
saglanan yuksek oranda fenotiplenmis bir RBC bilesen envanterinin bir¢cok potansiyel faydasi
vardir. Hastane kan merkezleri tarafinda ise ylksek oranda fenotiplenmis bir alici havuzuna
sahip olmak, antikor gelistiren hastalarda daha hizli antikor tanimlamasina ve uygun

endikasyonu olan hastalar icin RBC linitelerinin daha ¢abuk teminine izin verecektir.

Bu yontem fenotip eslestirmenin daha genis ¢apta kullanmildigr bir transfiizyon sistemine
dogru ilk adim olabilir. Bu ¢alismanin gelecekteki yonleri arasinda; direkt antiglobulin testi (DAT)
pozitif olan hastalarin fenotipine yoénelik flow sitometri kullanarak ek RBC antijenlerinin ve
mevcut antiserumlarin c¢esitliliginin arttirilmasi ve dondér segmentlerinden RBC'lerin flow

sitometrik RBC antijen fenotiplemesi yer almaktadir.

Bu teknigin sinirlamalari, akis sitometrelerinin yalnizca orta veya bliylk hastane kan
merkezinde veya kan tedarikcilerinde bulunabilmesidir. Flow sitometre cihazi ve/veya ilgili
uzman olmayabileceginden, kii¢lk bir hastanede uygulanmasi mimkin olmayacaktir. Maliyet
verimliligi icin kan merkezinin hastanenin baska bir bolimiindeki cihazi kullanmasi veya yliksek

test sayisi olan kan merkezlerinin cihaz satin almasi gerekecektir.
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Fenotip tespiti icin disik maliyetli, yliksek verimli yeni nesil dizileme (NGS) ve diger prob
bazli genetik analizler kullanilarak RBC antijen genotiplemesi hizla ortaya ¢ikan bir alandir. Bu
teknikler test sayisinin yiiksek oldugu ve test icin geri donlis sliresinin bir hastane transflizyon
hizmetinden daha az kritik oldugu kan tedarikgileri icin en uygun olacaktir. Kan tedarikgisi
tarafindan NGS kullanarak olusturulan tam genotipli dondér RBC envanteri, hastanede flow
sitometrik RBC antijen tiplemesi kullanilarak transfliizyon ©ncesi hasta popilasyonuyla
birlestirilebilir. Boylece dondr ve alicinin tam fenotip eslesmesine olanak saglanacagindan

alloimmuinizasyonda ve buna bagl komplikasyonlarda azalma gergeklesecektir.

Son olarak dogrudan konjuge antikorlarin gelistiriimesi, bliyik kan merkezleri ve kan
tedarikgileri icin blylk sayllarda fenotiplemeye izin vereceginden yaygin immdinojenik
antijenler. icin fenotiplenmis RBC envanterlerine olanak taniyacaktir. Bu durum transfiizyon

tibbinda ileriye dogru biyik bir adimi temsil edecektir.



