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“Biz Damla Damla Biiyiiyoruz’

’

Sevgile Ran Bankacdar,

15-19 Kasim 2007 tarihinde Antalya Belek’te Maritim
Pine Beach Resort Otel’de “II. Ulusal Kan Merkezleri ve
Transfiizyon Tibb1 Kongresi”ne hazir misimiz? Bildiri
ozetlerini 3 Eyliil 2007 ye kadar gondermeyi unutmayin!
Duyuru, kayit, konaklama formlarina biiltenin son sayfalarindan
ulasabilirsiniz. Ayrica www.kmtd.org.tr adresinden ayrintilart
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Immiinohematolojide Yénetim Secimi
Hemagliitinasyon: Avantaj ve Dezavantajlari

elde edebilirsiniz.

Mersin Universitesinde bir seyler oluyor! Damla damla
biiyiiyen goniillii kan bagiscilari arasina her gegen giin yeni
iiniversiteli genclerimiz katiliyor. Mersin Universitesi Kan
Bagis1 Géniillileri Ogrenci Toplulugu’na bu
duyarliliklarindan dolay: tesekkiir ediyoruz. Bu sayimizda
Mersin Universitesi Kan Bagis1 Goniilliileri Ogrenci
Toplulugu’nun caligsmalart hakkinda bilgi bulacaksiniz.

Bu sayimizda eritrosit antijen ve antikorlarii saptama
yontemlerinden biri olan hemagliitinasyonun avantaj ve
dezavatajlarinin incelendigi bir yazi da bulacaksiniz. Dog. Dr.

Doc. Dr. Giilsiim Ozet

Kan Grubu Tayininde

Hemagliitinasyon Dig1 Yontemler

5

Giilsiim Ozet’in hazirladigi bu yazimizin bashgi;
“Immiinohematolojide Yonetim Secimi Hemagliitinasyon:
Avantaj ve Dezavantajlar1”. Prof. Dr. Davut Albayrak’in
hazirladig1 “Kan Grubu Tayininde Hemagliitinasyon Dig1
Yontemler” yazisinda ise kan grubu tayininde
hemagliitinasyonun (kan kiimelenmesi) kullanilamadigz istisnai

Prof. Dr. Davut Albayrak

Duyuru

durumlarda kullanilabilecek yontemler irdelenmektedir.
Bir giizel kongre daha gecirmek dilegiyle herkesi
bekliyoruz.
Hepiniz saglikli kalin, saglikla goriismek iizere.

Dr. Ramazan ULUHAN
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Trkiye Kan Merkezleri ve Transfiizyon Dernegi'nin
Bilimsel, Killtirel, Aktiel, Ucretsiz
Yayin Organi
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“BiZ DAMLA DAMLA BUYUYORUZ”

Kan tek kaynagi insan olan ve elde edilmesi icin bagka
bir alternatifi olmayan hayati bir stvidir.

BIR ILACTIR KAN !

Bizler, Mersin Universite’li gencler olarak bu
farkindalik duygusundan hareketle 2006 y1l1 may1s aymda
Tiirk Kizilay1’nin onciiliigiinde gerceklesen bir kongre
icin Antalya’ya dogru yola ¢iktik. Bu kongrede kan
bagisinin 6nemi ve insan saglig1 iizerine etkilerine
deginildi. Burada bizleri en cok etkileyen ise 8 yagindaki
talasemi hastas1 (Akdeniz anemisi) bir cocuktan
duydugumuz ve icinde derin anlamlar gizli bir climleydi;

“ Kana Duyulan Susuzluk Bagka Hicbir seye Kars:
Duyulan Susuzluga Benzemez”

Bu s06zii ona sOyleten o
kiiciik yasta tanigsmis oldugu
hastalifin verdigi caresizlikti. -
Hi¢ siiphesiz ki bu ciimle JHrsis
biiyiik acilarla oriilmiistii.
Bizler bu caresizligi belki yok
edemezdik ama acisini en aza
indirmek yine bizlerin
elindeydi.

Ulkemizde bir gergek
vardi: Goniillii kan bagisimiz
hastalarimiza, kana ihtiyaci
olanlara yetmiyordu.

Biz Mersin Universite’li gencler bu duruma kayitsiz
kalmamaliydik, mutlaka bir seyler yapmaliydik ve
Antalya’dan ayrilirken; Mersin Universitesi'nde goniillii
kan bagis1 sorumlulugunu olusturabilmek ve bunu akran
egitimi yolu ile diger arkadaslarimiza asilamak i¢in
calismalara baglayacagimiza hep beraber karar verdik.
Caligmalarimiz i¢in mutlaka danisacagimiz, bize yol
gosterecek ve diisiincelerimizi amacimiz dogrultusunda
bir ¢at1 altinda toplayacak birine ihtiyacimiz vardi. Biitiin
bu diisiincelerimizi ve yapmak istediklerimizi danisman
hocamiz Universitemiz Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Giirol Emekdas’a actik.
Bundan sonra tiim kapilar bize agildi. Hocamiz ile kan
bagisinin 6nemini ve neler yapilmasi gerektigini ¢ok daha

MERSIN Onjy,
TARSUS “i':s,gﬁs'
RS EXMK EGT aineg

iyi kavradik, ve kendisinin 6nderliginde, Tiirkiye’de ilk
defa tiniversiteli geclerin olusturdugu bir topluluk kurduk.

“MERSIN UNIVERSITESI KAN BAGISI
GONULLULERI OGRENCi TOPLULUGU”

Toplulugumuz; Goniillii, Giivenilir, Siirekli kan
bagiscilar olusturabilmek icin bugiin ve gelecekte kan
bagisinin onemini bilen ve bu farkindalif1 yasayan
bireylere ulagsmay1 amaclamaktadir.

Buradaki en onemli faktor DUYARLILIKTIR.

Bu duyarlilik sadece kan bagislamak anlamina
gelmemeli. Ciinkii kan bagis1 yapabilmek icin bazi kurallar
bulunmakta ve bunlara uymayabiliriz. Yasimiz 18’in
altinda olabilir, kilomuz diisiik
ya da
yiiksek/diisiik olabilir ve bu

tansiyonumuz
gibi nedenlerle kan
veremeyebiliriz ama kan
verebilmesi icin bir baska
insan1 ikna edebiliriz. Iste
bizim toplulugumuzun asil
amaclarindan biri de bu.
Toplulugumuz iyeleri i¢in
kan vermek sart1i yok. Ama
bu bilincin farkinda olmak sart1
var.

Universitemizin her bir yerleskesinde, her biriminde
toplulugumuzun fikirlerini paylasan , goniilli
arkadaslarimiz var. Bu arkadaslarimiz araciligiyla Mersin
Universiteli gencler bir araya geliyor amaclarimiz
dogrultusunda paneller diizenliyoruz. Mersin Universitesi
Kan Bagis1 Goniilliilleri Ogrenci Toplulugu ve Tiirk
Kizilayr igbirligi ile diizenledigimiz bu panellerde, bircok
soru isaretinin yanit1 bulunuyor. Arkadaslarimiz,
akranlarimiz kan bagis1 ve 6nemi hakkinda bilgileniyor,
bilgilerini paylasiyor.

Bu yil egitimlerimizi biraz daha yayarak, Universite
Yagsamia Giris (UYG) dersi kapsaminda yerimizi aldik.
Goniillii arkadaslarimizdan olusan kiiciik bir tiyatro grubu
olusturduk ve kan bagisi ile ilgili yanlig ya da eksik
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bilinen bilgileri mizahi bir dille kurguladik ve oynadik.
Bu oyunda hayatin kendisinin bir tiyatro sahnesinden
ibaret oldugunu, sahnede arkadaslarimiza skec¢lerimizi
sergilerken 6grendik.

Bu yil daha ¢ok sesimizi duyurmali daha ¢ok
arkadaslarimiza ulagsmaliy1z diisiincesiyle tiniversitemizde
bulunan cesitli fakiiltelerde Kizilay’inda isbirligi ile
“Fakiilteler Kan Bagisliyor!” kampanyasi diizenledik.
Fakiiltelerimiz dgrencileri bu kadar dnemli bir sosyal
sorumluluk i¢in birbirleriyle yaristilar ve bu kampanyaya
ilgi gosterdiler. Kan bagisini diizenli bir aligkanlik ve
toplumsal bir tavir konumuna getirmeyi amaglayan bu
caligmalarla

1. Universite 6grencilerimiz kan bagis1 konusunda
bilgilenmekte,

2. Diizenli kan bagis1 yapmalar: tegvik edilmekte,

3. Kan bagis1 konusundaki dnyargt ve ¢ekinceleri
ortadan kaldirilmakta,

4. Giivenli kan saglanan kan bagiscisi sayisi arttirilarak
geng kan bagiscilar: kazanilmakta.

Bu ¢alismalarimiz disinda toplulugumuz Universitemiz
Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde tedavi
gormekte olan 16semili ¢ocuklara da zaman ayirdi.
Uyelerimiz haftanin belirli giinleri bu ¢ocuklarin
ziyaretlerine giderek kendi aramizda topladigimiz kiiciik
birikimlerle onlara ¢esitli hediyeler alarak diinyalarina
girdik ve yalniz olmadiklarin hissettirdik, bu ¢ocuklarin
gozlerindeki 1s1lt1 bize daha da giic katti.

Bu calismalarimizla da yetinmedik sesimizi daha da
cok duyurmak i¢in, TRT Cukurova Radyosu ve Mersin

Universitesi radyolarinda canli yaynlara katilarak “Sizin

de baginiza gelebilir sozii” ile herkesi kan bagigma ¢agirdik.

Diizenlemis oldugumuz bu caligmalardaki
panellerimize 3.700 6grenci katilirken 1.000 arkadagimiz
goniillii kan bagiscist olup kan bagisinda bulundu. Bugiin
gelismis iilkelerin geneline bakildiginda kan bagislama
orani %5-6 iken bu kisa panellerden sonra eristi§imiz
%?27’lik kan bagist orani bizim i¢in ¢ok sey ifade etti.

Bizler Mersin Universitesi Kan Bagist Goniilliileri
Ogrenci Toplulugu olarak bu calismalarimizi tiim
ictenligimizle, tamamen goniillii olarak yeri geldiginde
yasamimizdaki onceliklerin sirasini degistirerek insanlar
icin daha ne kadar faydali olabiliriz diisiincesiyle
gerceklestirdik. Biz bu hayatin i¢inde kiigiik bir nokta
olarak basladik fakat biliyoruz ki gitgide biiyiimekteyiz,
yorulmadan bikmadan c¢aligmalarimiza devam edecegiz.
Yaptigimiz bu caligmalar bircok iiniversiteli
arkadaglarimiza da 6rnek olmakta ve boylesi topluluklar
hizla yayilmakta.

Toplulugumuz sorumluluk sahibi, insana ve insanliga
kars1 duyarlt olan kan vermek isteyen goniilliilerden
olusmakta. Hastanede kan bekleyen bir hastaya ihtiyaci
olan kanin ulagmasinda ufak da olsa bir faydamizin olmasi
bizim i¢in en énemli mutluluklardan biri. Bizi bilmeseler
de tanimasalar da hayatlarinda kii¢iik bir imzamiz var.

El ele verirsek biz bize yeteriz.
Mersin Universitesi Kan Bagis1 Goniilliileri Ogrenci

Toplulugu
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Immiinohematolojide Yonetim Secimi
Hemaglutinasyon: Avantaj ve Dezavantajlari

» Dog. Dr. Giilsiim Ozet*

Kan grubu tiplendirme, antikor tarama, tanimlama ve
capraz karsilagtirma testleri baglica transfiizyon i¢in uygun
eritrosit temini ve materno-fetal uygunsuzlugun tesbiti igin
yapilir. Dolayist ile eritrosit antijen ve antikorlarinin tesbiti
immunohematolojide anahtar rol oynar ve bu amacla cesitli
yontemler kullanilir. Bunlar:

1- Hemaglutinasyon
a- Lam (slayt) yontemi
b- Tiip yontemi
c- Jel Santrifugasyon (Mikrokolon aglutinasyon)
yontemi
d- Mikropleyt yontemi
2- SPRCA (Solid-Phase Red Cell Adherence Assay)
(Solid Faz Yontemi)
3- Kolon afinite yontemi
4- ELISA
5-RIA
6- Akim sitometrik yontem
7- PCR baslicalaridir.

Kan grup serolojisinde en sik izlenen reaksiyonlar
agliitinasyon, hemoliz ve presipitasyondur. Hemagliitinasyon
yontemi kan bankaciliginda en sik kullanilan yontemdir.

Eritrosit agliitinasyonu iki asamada gerceklesir. Birinci
asamada antikorlar eritrosit yiizeyine yapistr, ikinci agamada
ise antikorlarin etkilesimi ile eritrositler birbirine yaklagir
ve agliitinasyon olugur. Agliitinasyonun birinci agamast 1s1,
pH, antikor afinitesi, inkiibasyon siiresi, ortamin iyonik giicii
ve antijen — antikor oranindan etkilenir. Ikinci asama ise
hiicreler aras1 mesafeden, suspansiyondaki molekiillerin
yiikiinden ve eritrosit yiizey molekiilleri ve molekiiler yapidan
etkilenir. Yontemin sensitivitesini artirmak i¢in bu
faktorlerden degistirilebilir olanlar ¢esitli tekniklerle
kuvvetlendirilmektedir. Bu tekniklerden basilcalar::

a) Yiiksek proteinli ortam (siklikla albiimin), b)
Antihumanglobulin (AHG) kullanimi, ¢) Enzimle muamele,
d) Diisiik ionik giicte solusyon (LISS) kullamimu, e) Polietilen
glikol (PEG) kullanimi ve f) Polibren kullanimidir. Baz1
teknikler, LISS ve AHG gibi birlikte kullanilabilir.

1945 te Coombs ve arkadaslarinin indirek antiglobulin
testini, Diamond ve Abelson’un albiimini inkomplet
antikorlarin tesbiti i¢in tanimlamasinin iizerinden yillar

gegmesine ragmen salin indirek antiglobulin testi (IAT) hala
altin standarttir. Literatiire gore 60 dakikalik inkubasyonla
IAT klinik 6nemi olan antikorlar1 %99 oraninda yakalayabilir.
Inkubasyon siiresi 45 dakikaya indiginde bu oran %95’e
inmektedir. Yukarida belirtilen reaksiyonu arttiran teknikler
bu nedenle gelistirilmistir. Ornegin LISS kullanildiginda 15-
30 dakikalik inkubasyonla oran %99 a ¢ikarilabilmektedir.
Tiip metodu ile IAT nin klinik 6nemi olan antikorlari tesbitte
paha bigilmez oldugu kanitlanmis olup pek cok kisi tarafindan
kullanilmaktadir.

Tip yontemi ucuzdur, 6zel alt yap: gerektirmez ve her
laboratuvarda uygulanabilir.

Her ne kadar tiip yontemi altin standartsa da pek ¢ok
etken testin tekrarlanabilirli§ini ve giivenilirligini
etkilemektedir.

« Tiip yonteminde antiglobulin ncesi multiple yikama
isleminin gerekmesi istenmeyen sonuglar dogurabilir. Diisiik
affiniteli antikorlar yikama sirasinda eritrosit membranimdan
ayrilabilir. Yetersiz yikama sonucu serum/plazma kalirsa
yanlig negatif sonug alinabilir.

e Test ara vermeden yapilmali ve hemen
degerlendirilmelidir. Aksi takdirde eritrosite bagli antikorlar
eritrositten ayrilip AHG yi notralize edebilir, Ig G bagh
eritrositlerin agliitinasyonu zayiflayabilir ve yanlis negatif
degerlendirilebilir.

* Testleri degerlendirmek ve derecelendirmek zordur.
Mutlaka yetigsmis kalifiye teknisyen gerektirir. Diisiik
kapasiteli laboratuvarlarda veya rotasyonla calisilan
laboratuvarlarda bunu idame ettirmek zordur.

« Testleri daha sonra bir uzmanin degerlendirme olasilig
yoktur.

» Otomasyon imkani hemen hi¢ yoktur.

e Cam tiipte caligilmast, acik sistem olmasi personelin
kan 6rnegi ile temas riskini arttirmaktadir. HIV, hepatit ve
son yillarda KKKA bulag riskini de arttirmaktadir.

Bu olumsuzluklardan kurtulmak, pH, iyonik giic, hiicre
serum oraninin optimize etmek ve otomasyon yontemlerini
kullanmak icin yeni metodlar gelistirilmigtir.

Siv1 Faz Mikropleyt Metodu

Hazirlama ve okuma ig¢in yari otomasyon sistemi
kullanildiginda ABO/D gruplamasinda nisbeten ucuz ve
giivenilir metoddur.
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Jel Santrifugasyon (Kolon Aglutinasyon) Yontemi

Lapierre ve arkadaslari tarafindan gelistirilen yontemde
reaksiyon mikrotiipte gerceklesir. Mikrotiipte reaksiyon
cemberi giderek daralarak 15 mm uzunlugunda ve 4 mm
eninde kolona doniisiir. Her kolon LISS veya salinde
hazirlanmig yaklasik 35 ul dekstran akrilamid jel ve cam
mikrobead icerir. Ayrica jelde koruyucu, ¢oktiiriicii ajan
(albumin gibi) anti-IgG veya antiserum igerebilir. Altr adet
mikrotiip bir plastik kartta bulunur ve bu kolay tutma, test,
okuma ve imha imkani1 saglar.

Antikor tarama ve tanimlama testlerinde serum ve eritrosit
stispansiyonu reaksiyonun oldugu tiipiin iist kismindaki genis
kisimda, (reaksiyon odacig1) inkiibe edilir ve santrifiij edilir.
Santrifiij sirasinda eritrositler mikrokolona itilirken serumda
bulunan bagli olmayan proteinler agirlik farki nedeni ile
kolona giremezler ve boylece jeldeki anti IgG yi notralize
ederek yanlig negatif sonuca yol agmazlar. Boylece tiip
yontemindeki en biiyilik dezavantaj olan yikama islemine
gerek kalmaz. Uzerine antikor yapigsmus olan eritrositler anti-
IgG varhiginda agliitine olurlar ve aglutinatlarin biiyiikliigiine
gore jel icinde degisik seviyelerde ¢okerler. Agliitine olmayan
eritrositler dibe ¢okerler.

Reaksiyon 0 — 4 (+) arasinda degerlendirilir. Reaksiyonlar1
degerlendirmek objektif ve kolaydir. Mix — field reaksiyon
kolay tanimlanur.

Avantajlary:

* Sonuglar objektif olarak ve kolay degerlendirilebilir,
teknisyen bagimli degildir.

* Yikama islemi gerekmez.

« Diisiik hacimle ¢alisilir, tekrarlanan sonuglar arasindaki
uyum yiiksektir.

« Kartlar saklanip (24 — 48 saat) kidemliler tarafindan
degerlendirilebilir.

» Otomasyon imkan1 vardir, ¢ift yonlii veri akist ile
HIS/LIS e veri direk aktarilabilir ve operatdre bagl hata
orani diiser.

* Biyoemniyet yiiksektir.

Dezavantajlart:

« Tiip yontemine gore pahalidir. inkubasyon, santrifiij
ve pipetleme icin 6zel cihazlar gerekir.

« Acil kan grubu tayininde tiip yontemi daha hizlidir.

e Zayif ABO antikorlarinin ve heterozigot Kidd
antikorlarin tesbitinde tiip yontemi daha duyarhidir. Ozellikle
antijen yogunlugu diisiik oldugunda zayif agliitinasyonun
santrifiij sirasinda dagilabilecegi bildirilmektedir.

Kolon Afinite Yontemi
Bu yontem iizerlerine antikor baglanmis eritrositleri
immiinolojik olarak aktif bir matrikste yakalama prensibine

6

dayanir. Burada da reaksiyon odacigi, immiinolojik olarak
reaktif agaroz jel ile dolu kolon ve arada viskoz serum —
hiicre bariyeri mevcuttur. Immiinreaktif matriks Protein G
bagh sefaroz jel ve protein A bagl sefakril partikiillerinden
olusur. Protein G streptokok, Protein A stafilokok kaynakl
proteinlerdir ve Ig-G molekiiliintin Fc kismini baglarlar.
Sensitiviteyi arttirmak igin ortama anti Ig M ve anti C3 de
eklenmistir.

Bu yontemde de jel yonteminde oldugu gibi reaksiyon
cemberde gergeklesir santrifiij sirasinda eritrositler bariyerden
gecer ve sensitize olanlar kolonun iizerinde yayilt olan protein
G tarafindan tutulur. Negatif testler Ig-G kapli eritrositler
ile kontrol edilebilir. Reaksiyonlar 0-4 (+) e kadar
derecelendirilir.

Avantajlari:

» Teknoloji ¢ok basittir. Yikama islemi gerekmez.

« Sabit ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilir.

« Santrifiij kisadir.

« Sonuclar objektiftir, teknisyen bagimli degildir.

« Kartlar uygun saklanirsa 3-5 giin degerlendirilebilir.
e Otomasyon imkani vardir. Biyoemniyet yiiksektir.

Dezavantajlari:
« Tiip yontemine gore pahalidir. Inkiibasyon, santrifiij
ve pipetleme icin 6zel cihazlar gerekir.

Solid Faz Teknikler (SPRCA)

Solid faz teknigi 1980 lerde Plapp ve arkadaglari tarafindan
geligtirilmigtir. Testin prensibi antijen veya antikorun
mikropleyt tabanindaki solid matrikse baglanabilme 6zelligine
baglhidir. Uygun reaktif (antijen veya antikor) pleyte
kondugunda Ag- Ab reaksiyonu olusur ve eritrositler tabana
yapisir. 1ki degisik prensiple calisan iiriin USA da
kullanilmaktadir.

Capture-R (Immucor ) sisteminde eritrosit membranlari
mikropleyt yiizeyine baglidir. Serum veya plazma ve LISS
pleyte konur ve 37 derecede inkiibe edilir, eSer Ab varsa
membran antijenleri ile reaksiyona girer. Serbest antikorlari
uzaklagtirmak igin yikama iglemi yapilir ve anti-igG kapli
eritrositler ortama konur. Santrifiij sonrasi test degerlendirilir.
Eritrositler yiizeye yayilirsa ’pozitif *, dipte diigme gibi
toplanirlarsa ‘’negatif’’ olarak degerlendirilir.

Diger SPRCA ( Solidscreen ) test prensibi standart IAT
ye benzer.Antikor tarama eritrositleri ve serum/ plazma
diisiik iyonik ortamda inkiibe edilir. Yikama iglemi sonrast
anti-IgG eklenir. ig kaph eritrositler santrifiij sonras1 anti-
IgG araciligi ile mikropleyt tabanina (aktive edilmis)
yapisirlar.



1 A IV | I i ————————

] a

Tiip Yontemi Solid Faz Jel Test Kolon Affinite
Reaksiyon Hemagliitinasyon Immunaderans Hemagliitinasyon Immiinaderans
Yikama Evet Evet Hay1r Hay1r
Inkiibasyon Degisken 15 dak 15 dak 15 dak
Santrifiij 2 dak 10 dak 3 dak
Otomasyon Hayir Evet Evet Evet
Kalic1 reaksiyon Hayir Evet(2 giin) Evet (2-3 giin) Evet (7 Giin)
Ozel Cihaz Gereksinimi Hayir Evet Evet Evet

Avantajlart :

« Diger iki yontemle benzer avantajlara sahiptir.

» Hemolizli, lipemik ve ikterik 6rneklerle calisilabilir.
« LiSS- IAT yontemine gore daha sensitifdir.

Dezavantajlari:

» Diger iki yontemle benzer dezavantajlara sahiptir.

* Artan sensitivite klinik dnemi olmayan antikorlarin
tesbitini kolaylastirmakta ve spesifiteyi diigiirmektedir.

Kan bankacili§inda transfiizyonun giivenligini saglamak,
yenidoganin hemolitik hastaligin1 énlemek i¢in yapilan
testlerde kullanilan yontem ucuz, giivenilir, kolay olmalidir.
Immiinohematologlarin en 6nemli beklentilerinden biri de
kullanilan yontemin klinik 6nemi olan antikorlar1 tesbit edip,
klinik 6nemi olmayanlart tesbit etmemesidir.

Antikor tarama testinin sensitivite ve spesifitesini artttrmak
icin agliitinasyonun birinci ve degistirilebilen ikinci asama
ozelliklerinde maniplasyonlar yapilmistir. Son yillarda yeni
metotlar ve reaktiflerle sensitivite arttirilmaya calisilirken
spesifitede azalma ortaya ¢cikmustir.

Weisbach ve arkadaslar1 ¢aligmada dort yontemi
karsilagtirmglar ve jel, kolon affinite ve solid faz yontemlerini
tiip LISS TAT den daha sensitif bulurken tiip LISS IAT
yontemini jel ve solid faz yonteminden daha spesifik
bulmuslardir (%98.8, %94.4, %94.3 sirasiyla). Ciavarella
ve arkadaslar yaptiklari caligmada tesbit edilebilir en diisiik
anti-D degerini PEG ve jel yonteminde 5 ng/mL, tiip LISS
IAT de 11 ng/mL olarak bulmuslardir. Novaretti ve
arkadaslar1 anti — D titrasyonu i¢in tiip ve jel yontemlerini
karsilagtirdiklarinda jel yonteminde daha yiiksek titre (ort
3.4 kat) tesbit etmislerdir. Bu nedenle jel yonteminde anti
D i¢in kritik deger belirlemek zordur. Nitekim rehberlerde
tiip LISS TAT yontemi en uygun metot olarak belirtilmektedir.

Bazi1 antikorlar yontem spesifik olabilir. Callahan ve
arkadaslar1 gecikmis hemolitik reaksiyon gelisen bir hastada
sadece SPRCA yontemi ile anti —Jk b tesbit etmislerdir.

Klasik tiip yontemi ve iistte sayilan yeni metotlarin
spesifite ve sensitivitesi (uygun sartlarda yapildiginda) cogu
hastanin ihtiyacini karsilayacak niteliktedir. Ancak
immiinhematolojide 6nemli olan trombosit ¢apraz

karsilagtirmast gibi bazi testler bu yontemle yapilamamaktadir.
Bu amacla akim sitometrik yontemler kullanilmaktadir.
Ayrica hemagliitinasyon yontemi:

— Yakin zamanda transfiizyon yapilmis hastalarin eritrosit
antijenlerinin tesbitinde,

— Eritrositleri Ig G ile kaph hastalarin kan grubu tayininde,

— Feto-maternal kanama tayininde,

— Risk altindaki fetiisii belirlemede,

— ABO uyumsuz kok hiicre nakli yapilan hastalarda,

— Immiinize olmug D (-) bayanlarin eslerinin Rh D
zigozitesini tayinde,

— Donor ve alicilarda zayif ve kismi D ayriminda,

— ABO alt gruplarinin ve nadir kan gruplarinin tesbitinde

— Adli tipta,

yetersiz kalabilmektedir.Bu durumlarda yeni, 6zellikle
molekiiler yontemler kullanilabilmektedir.

Kaynaklar

1. Brecher ME. And AABB members.Tecnical Manual.
15th ed. Maryland: AABB press; p 271-287: 2005

2. Mc Cullough. Laboratory Detection of Blood Groups
and Provision of Red Cells In: Transfusion Medicine Second
Ed. Philedelphia Elsevier p 221-250: 2005

3. Casina T.S. In search of the Holy Grail: comparison
of antibody screening methods. Immunohematology. 22 (4);
196-202; 2006

4. Harmening D., Walker P. Altenative Technologies in
Routine Blood Bank Testing In Denise Harmening Modern
Blood Banking and Transfusion Practices 4th Ed. Philadelphia
F.A. Davis Company,p 545 -548: 1999.

5. Rumsey D.H., Ciesielski D. J. New protocols in
serolojik testing: a review of techniques to meet today‘s
challenges. Immunohematology, 16 (4), 2000

* SB Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi,
I¢ Hastaliklart Hematoloji Klinigi, Ankara
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Kan Grubu Tayininde
Hemaglitinasyon Dis1 Yontemler

» Prof. Dr. Davut Albayrak

Kan grubu tayininde uygulamada istisna haller disinda
hemagliitinasyon (kan kiimelenmesi) yontemleri kullanilir.
Kirmizi kan hiicrelerinin kiimelenmesine dayanan testlerin
kullanilamadig1 veya bu yontemlerle yeterli bilgi
edinilemedigi zaman hemagliitiinasyon dis1 yontemlere
bagvurulur. Bu sebeple hemagliitiinasyon dist yontemler
ticari 6nemi olmayan yontemlerdir. Ticari hazir kitler bulmak
cogu zaman miimkiin degildir. Cogunlukla aragtirma amact
ile gereken yontem gelistirilir.

Kirmizi Kan Hiicresi Kiimelenmesine Dayali
Yontemlerin Kullanilamadigi Durumlar Sunlardir:

1. Kurumus kan bulasig1 6rnekleri (¢ogunlukla adli tipla
ilgilidirler).

2. Hemoliz olmus kan 6rnegi

3. Kiime yapmayacak miktarda antikor baglayan zayif
antijen

4. Anne kanina karigmig bebek kani

5. Cok sayida kan almis hastalarda grup tayininde
karsilasilan zorluklar

6. Homozigot ve heterozigot kan grubu tasiyan
eritrositler

7. Kimerizm(ikiz, kemik iligi nakli)

8. Anne kaninda bebek lenfositlerinin gosterilmesi

9. Anne kaninda bebek DNA’sinin gosterilmesi

10.Korion villus biopsisinden kan grubu tayini

11. Amnion sivisindan kan grubu tayini

Ik iic maddede eliza uygundur. 2-7. maddeler akim
sitometre teknigi ile (flow sitometre, FACS) degerlendirilir.
Diger maddeler PCR iizerine kurulu DNA analiz yontemi
gerektirirler.

Kan grubu; kirmizi kan hiicrelerinin tizerinde bulunan
ve alicida antikor cevabi uyaran antijenlerdir. Antijenler li¢
ozellikleri ile tanimlanabilirler;

1. Antijen antikor baglanmasi

2. Antijen lektin baglanmasi

3. Antijen DNA gen dizisinin analizi

Antikorlar antijene baglandiktan sonra baglanmig antikor
sayisint yansitacak sekilde bagl antikorlar 6l¢iilebilir hale
doniistiirecek ek isaretleme islemleri yapilir. Bu ekler
antikorun iiretilmesi sirasinda kimyasal islemlerle (kovalent
baglama) yapilabilecegi gibi birinci antikoru spesifik olarak

taniyan isaretlenmis ikinci kademe antikor veya biotin avidin
sistemleri ile de yapilabilir. Lektinlerde FITIC veya enzim
ile kovalent baglanmis olarak iiretilebilir.

Antikor, 6grenebilen bagisiklik sisteminin iiyesi olan B
lenfositler ve plazma hiicreleri tarafindan iiretilen
immiinglobulin (A,G,M) yapisindaki proteinlerdir. Her
antikor kendisinin iiretilmesine yol acan antijen epitopu ile
secici ve giiclii olarak baglanir. Epitop antijen molekiilii
tizerinde bulunan ve her biri kendisine secici olarak baglanan
antikor iiretimini uyarabilen pargalardir. Epitoplar genellikle
peptit parcalardir. Bir antijenin birden ¢ok epitopu olabilir.
Bunun anlami 6rnegin her Anti- D antikorunun ayni
olmayacagi ve bir antijene ayni1 anda farkli iki antikorun
spesifik olarak baglanabilecegidir. Bir antijenin farkli
epitoplarina farkh tiir hayvandan elde edilmig antikorlar
baglanarak 6l¢me yontemleri gelistirilebilir. MAIEA eliza
yontemi buna bir 6rnektir.

MAIEA:

Eritrosit antijenlerinin monoklonal antikor spesifik
immobilizasyonu testinde (MAIEA) kan grubunun iki
epitopundan birisine fare kaynakli digerine insan kaynakl
antikor baglanir. Ornek hemoliz edilir. Eliza plaginin
oyuklarina konulur. Fare kaynakli antikor eliza oyuguna
kaplanmais anti fare antikoruna baglanirken, insan kaynakl
antikor enzim (peroksidaz gibi) baglanmis anti insan
antikoruna baglanir. (1,2,3)

ELIZA:

Antijen tayininde kullamlan klasik ELIZA tekniklerinde
de iki epitop kullanilir fakat prensip daha basittir. Eliza
plaginin oyuklarina antijenin bir epitopuna karsi olan antikor
antijeni sabitleme amach olarak emdirilir. Bu kademe hazir
kitlerde yapilmis haldedir. Laboratuvarda kit hazirlarken
bog polistren plaklarin oyuklarina sabit oyuga baglama
gorevli antikor damlatilir ve bir gece bekletilir. Bu antikor
test sirasinda sivi 6rnekteki antijeni (Anti D gibi) oyuga
baglar ve yikama kademelerinde oyuk ceperinden
ayrilmamasini saglar. Yikama kademesinde antijen digindaki
ornek siv1 parcalari uzaklastirildiktan sonra enzim baglanmig
olan ikinci epitopun antikoru antijene baglanir. Yikanarak
fazla ikinci antijen uzaklastirilir. Sonra renk reaktan1 (H202
+TMB gibi) damlatilir. Inkiibasyon siiresinden sonra siilfirik
asit ile enzim denatiire edilir. Eliza cihazinda okutulur. Test
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icin saglam kirmizi kan hiicreleri kullanilacak ise antijeneler
eritrositten koparilarak siipernatan kullanilir veya kirmizi
kan hiicreleri patlatilarak zar siispansiyonu elde edilir. (3)

ANTIKORUN PARCALARI:

Antikor iki hafif ve iki agir zincirin birbirine
baglanmasindan olusan ters Y seklinde bir proteindir. Molekiil
islev olarak iki kisimdir. Antijeni spesifik olarak taniyan ve
ona giiclii olarak baglanan boliim Fab (fragment antibody)
kismidir. Ikinci bolim yutucu hiicrelerdeki antikor
reseptorlerine baglanir ve FC (fragment cell) kismi1 olarak
adlandirilir.

Antikorun iki Fab bacag1 vardir. Iki fab bacagi tek veya
ayri olarak baglanabilir. Iki bacak ayn1 hiicreye baglandiginda
sadece isaretleme yapar. ki bacak iki ayr1 hiicre yiizeyine
baglanirsa hiicre kiimelenmesine yol acar. Hemagliitiinasyon
testleri iki Fab bacaginin iki ayr1 kirmizi kan hiicresine
baglanmasina ve hiicreleri birbirine baglayarak
kiimelestirmesi esasina dayanur.

LEKTINLER:

Lektinler, bitkiler, bakteriler, viriisler ve mantarlar
tarafindan iiretilen ve canli zarlarinda bulunan seker
zincirlerine segici ve giiclii olarak baglanan bilegiklerdir.
Calisma sistemleri antikorlara benzer. Insan plazmasinda
bulunan mannoz baglayan protein de bir lektindir. Fagositoz
yapan hiicrelerde tipki FC (yutucu hiicreye baglanan parca)
reseptorleri gibi lektin reseptorleri vardir. Lektin reseptorleri,
bakterilerin iizerinde bulunan lektinlere baglanarak fagositoz
islemini baslattig1 gibi, bakteriye sonradan baglanmis lektin
aracilif1 ile de fagositoz yaptirabilirler. Lektinlerin iki veya
daha fazla bacaklar1 vardir. Fasulye lektinleri (Dolichos
biflorus) Al grubuna, A2 grubundan 5000 defa daha giiclii
baglanir. Uygun seyreltilmis fasiilye ekstraktlar1 ve hazir
kitleri A grubunu A2 grubundan ayirt etmekte kullanilir. Bu
lektinin FITIC konjuge edilmis sekli bulunmaktadir. Flow
sitometrik caligmaya uygundur. Fistik lektinleri (Ulex
Europaeus) H antijenine secici olarak baglanir. Baz1 lektinler
hiicrelere baglandiklarinda uyarim ve farklilasma yapabilirler.
3)

Hemaglutiinasyon dis1 yontemler sivilardaki ve hemoliz
olmus maddelerdeki antijenlerin (kan gruplarinin) tayinine
imkan verirler. Akim sitometre 6l¢iimii kirmizi kan hiicresi
kimerizmini aragtirmada ve kan almig hastalarda hiicrelerin
ayr1 ayri Olciilmesine ve oranlarinin bulunmasina imkan
Verir.

Antikor baglayarak kan grubu tayinine imkan
saglayan yontemleri:

1. Antikorun FC kismina kovalent baglanmis bir isaret
molekiil konur.

) u

a. Enzim baglanir

i. Renk maddesi doniistiiren enzim, ELIZA, MAIEA,
peroksidaz, alkalenfosfataz

ii. Kimyasal 11k iireten enzim, kemilluminisans, lusiferaz

2. Flor tipi yeniden 1g1ma yapan madde baglanir. FITIC
ve PE konjugasyon

a. Mikroskopta gozle okunur

b. Florometri cihazinda okunur

c¢. Mikroskopta sitometri ile okunur ve bilgisayarda analiz
edilir

d. Akim sitometre (flowcytometri) ile okunur ve
bilgisayarda analiz edilir.

3. Radyasyon yayici radyo izotop baglanir. Radyasyon
sayicida okunur. Radyo immunoassay (RIA)

4. Antikor ile antijenin baglanmasi ile olusturulan
bulaniklik 6l¢iiliir (nefelometri)

5. Ince jelde fiksasyon. Tipki western blot gibi antikor
jelde bilinen yerlere sabitlenir. Antijen elektroforezle veya
siiriikleyici sivi ile jelde yiiriitiiliir.

6. Kolon kromatografisi: Antikor kolona konulan kiirecik
halindeki maddelere baglanir. Antijenler gecerken baglanir.
Affinite kromatografisi de denir.

Bunlardan eliza, kemilluminisans, florometre, RIA ve
nefelometre ayni zamanda standard antijenle sahit ayarlamast
yapildiginda miktar tayinine imkan verir (3). Akan hiicre
teknikleri tek tek hiicrelerin iizerindeki antijen yogunlugunu
yogunluklarini 6lgmeye imkan verir. Burada belirli sayida
flor tipi 151ma yapan (florokrom) molekiil baglanmis standart
plastik tanecikler antijen sayisinin belirlenmesinde sahit rolii
oynarlar. Standart miktarda antijen baglanmis standart
biiyiikliikteki plastik taneciklerin kullanilmasi1 daha iyi
olmakla birlikte hazirlanmasi antijene 6zeldir ve pratikte
temini giigtiir.

Literatiirde bu yontemlerin hepsi ile ilgili yaymlar vardir.
Fakat ticari kit olarak internet taramamizda rastlanamamugtir.
Bu sebeple laboratuvarda kullanici tarafindan iiretilmesi
veya Ozel iiretim siparisi verilmesi gerekir.

Bunun i¢in iki kademeli antikor yontemi kullamlr. Ikinci
kademe birinci kademe antikoru tiirler arasi farklilik sebebiyle
antijen olarak taniyan isaretlenmis antikordur. Isaret dl¢iim
icin kullanilacak cihaza uygun olarak secilmis ve ikinci
antikora kovalent olarak baglanmistir. Ticari olarak bulmak
kolaydir.

Birinci kademe spesifik tantyici antikor olarak ticari kan
grubu cozeltilerinden faydalanilmalidir. Baglanmis antikorun
okunabilir hale gelmesi icin iki kademeli antikor sistemleri
kullanilir. Akim sitometre i¢in kirmizi kan hiicreleri kan
grubu tavsan antikorlari ile isaretlendikten sonra FITIC
isaretlenmis anti insan antikoru ile inkiibe edilir. Yontem
olarak diger antijenlerde kullanilan iki kademe antikor
sisteminden farkli degildir. Birinci kademeyi avidinle ikinci
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kademeyi biotinle isaretleyen Avidin-biotin sistemi de iki
kademe olmakla birlikte avidinin birinci kademe antikora
ticari olarak baglanmig olmasi gerekmektedir. Bu ihtiyac
ticari nemi olmayan kan grubu tayini i¢in biotin avidin
sisteminin kullanimin sinirlamaktadir.

Akim sitometre bebekten anneye kanamanin miktarini
tesbit etmek, hastaya verilen kan hiicrelerini hastaninkilerden
ayirt etmek, verilen hiicrelerin alicidaki 6mriinii takip etmek,
kiimelesme yontemleri ile tesbit edilebilecek miktarin
altindaki antikor baglanmalarini 6lgmek ve anitjeni homozigot
olarak tagtyanlarla heterozigotlari ayirt etmek icin kullanilir.
(4-0)

Immunoblotting ve Ince tabaka kromatografi kan grubu
antijeni tayininde kullanilmis diger yontemlerdir (7,8).

PCR temelli DNA analizleri, PCR ve DNA analizi
yontemlerini oturtmusg laboratuvari olan kurumlara aragtirma
amaci ile kan gruplarina bakmakta daha fazla uygulanabilirlik
saglamaktadir. Yazili kaynaklardaki primerlerin siparis ile
sentezlenebiliyor olmasi ve kullanilan enzimlerin diger DNA
arastirmalari icin de kullaniliyor olmast bu testlerin daha
kolay ulasilabilir olmasini saglamaktadir. Ayrica sac teli,
korion biopsisi gibi 6rneklerin kullanilabilmesi bu metodun
diger bir iistlinliigiidiir.

PCR temelli DNA c¢alismalar:t i¢in anne plazmasi
kullaniliyorsa anne plazmasinda bebek DNA sinin
bulundugunun RASSF1A geni gibi bir sahit ¢alisma ile
onceden kanitlanmasi gerekmektedir (9,10) . PCR ile ilgili
kan grubu geninin DNA si1 ¢ogaltildiktan sonra bu grubun
alt tiplerinin belirlenmesi i¢in mutasyonlar1 gosteren genel
yontemlerden faydalanilir. RFLP, ARMS, mutasyon spesifik
hibridizasyon, dizi analizi bu yontemlerden bazilaridir.

PCR Temelli DNA Analizleri Ile Yapilan Klinik
Uygulamalardan Bazilar1 Sunlardir:

1. Anne kanina karisin bebek lenfositleri kullanilarak
bebegin kan grubunun tayini

2. Korion villus biopsisi kullanilarak kan grubu tayini

3. Anne plazmasinda dolasan hiicre dis1 fetal DNA analizi
ile bebek kan grubunun tayini (SABER= allele base extension
reaction +mass spektroskopi)

4. Anne kaninda fetal DNA varligini aragtiran yontemler.
(RASSF1A gene is hypermethylated in the placenta and
hypomethylated in maternal blood cells)

Sonug olarak hemagliitiinasyon dis1 kan grubu tayin
yontemleri hemagliitiinasyon yonteminin uygulanmasinin
miimkiin olmadig1 hallerde kan grubu tayininde kullanilirlar.
Bunlardan akim sitometre ve PCR temelli DNA analizi
yontemleri daha kolay ve giivenilir kan grubu tayin etme
ozelligi tasiyan ve gerekli maddelere ticari ortamda
ulasilabilen yontemlerdir.

Kaynaklar:

1. Petty AC. Monoclonal antibody-specific immobilisation
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selectively determine antigenic sites on red cellmembranes.
J Immunol Methods 1993;161:91-5.

2. Petty AC, Green CA, Daniels GL. The monoclonal
antibody-specific antigens assay (MAIEA) in the investigation
of human redcell antigens and their associated membrane
proteins. TransfusMed 1997;7:179-88.

3. AABB Technical manual 25 th edition. In: Other
Methods to Detect Antigen-Antibody Reactions p 283-87.

4. Garratty G, Arndt P. Applications of flow
cytofluorometry to transfusion science. Transfusion
1994;35:157-78.

5. Stussi, G, Huggel, K, Lutz, H. U, Schanz, U, Rieben,
R et al Isotype-specific detection of ABO blood group
antibodies using a novel flow cytometric method. British
Journal of Haematology. 130(6):954-963, September 2005.

6. Garratty G, Arndt P. Applications of flow
cytofluorometry to transfusion science. Transfusion
1994;35:157-78.
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Detection of ABO blood group-active glycolipids extracted
from red cell membrane and heat hematoma using TLC-
immunostaining. Z Rechtsmed. 1988;100(2-3):215-21.

9. Chan KC, Ding C, Gerovassili A, Yeung SW et al.
Hypermethylated RASSF1A in maternal plasma: A universal
fetal DNA marker that improves the reliability of noninvasive
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10. Daniels G. Recent developments in fetal nucleic acids
in maternal plasma: implications to noninvasive prenatal
fetal blood group genotyping. Transfus Clin Biol. 2006 Mar-
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* Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi,
Kan Merkezi, Samsun
davutalb@omu.edu.tr
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Katilimei 0 225YTL O 275YTL

Refakatci O 175YTL O 200 YTL Toplam =YTL

Kayit iicretine; yaka karti, canta, toplanti kitabi, kahve servisleri, hoggeldin kokteylli ve gala yemegi dahildir.

Refakatciler; Ulasim Sekli

Adi Soyadi : Yas! : Ucak O Gelig Tarihi :— VarngSaati .

Adi Soyadi : Yasi : Ugak o Dondis Tarihi: Kalkig Saatif:

KONAKLAMA PAKETI

Maritim Pine Beach Resort Erken Kayit 16 Ekim 2007 tarihine kadar ~ Geg Kayit 16 Ekim 2007 tarihinden sonra

Tek Kisilik Oda 0J 425 EURO 0J 475EURO

Gift Kisilik Oda (kisi bast) 0 325 EURO 0 375EURO

0-12 yas O %50 indirimli O %50 indirimli - Toplam .-EUR

*Yukarida belirtilen otel tcretlerine dort ginliik (saat 00:00'a kadar) yiyecek - icecek servisleri, oteldeki ticretsiz aktiviteler, sosyal programlar (her sey dahil), havaalani
otel - havaalani transferi ve %18 kdv dahildir.

ODEME BILGILERI Liitfen uygun kutuyu isaretleyiniz.

Banka havalesi [ Banka dekontunun bir kopyasini eklemeyi unutmayiniz.

Kayit Ucretleri igin Konaklama Ucretleri igin

Banka : Garanti Bankasi Banka : Garanti Bankasi

Sube : Selamigesme (846) Sube : Selamigesme (846)

Hesap Adi  : Tiirkiye Kan Merkezleri ve Transfiizyon Dernedi Hesap Adi  : Tlirk Kan Vakfi Iktisadi Isletmesi
Hesap No. :6299978 (YTL) Hesap No. :9099924 (EURO)

Kredi Karti 0 *Kredi karti 6demeleriniz igin liitfen formu imzalayiniz.

Kart Tipi O Visa [ Mastercard Gegerlilik Tarihi /

Kart Numarasi / / / Givenlik Kodu

*Kartinizin arkasindaki numaranin son (i¢ hanesi
*Kredi kartinizin 6nlii-arkali fotokopisinin Kayit ve Konaklama Formu ile birlikte gdnderilmesi gerekmektedir.

Kayit Gicreti igin yukarida belirttigim toplam Konaklama (icreti igin yukarida belirttigim toplam
....... YTL'nin kredi kartimdan cekilmesini kabul ediyorum. <.e.... EUR’nuN kredi kartimdan cekilmesini kabul ediyorum.
IMZA

Ayrintih Bilgi Igin:

BAGIS MAKBUZU VE FATURA BILGILERi
Uzm. Dr. Ramazan Uluhan

Makbuz - Fatura Kesilecek Kisi / Kurum: Tel - Faks: 0.216 492 95 51

- Gsm: 0.542 312 79 69

Makbuz - Fatura Adresi: veya

. : www.kmtd.org.tr veya www.kan,org.tr sitelerinden
Vergi Dairesi ve No’su: 1.ULUSAL KAN MERKEZLERI ve TRANSFUZYON TIBBI KONGRESI'ni
tiklaymniz.

Makbuz - Fatura Gonderim Adresi:
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