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1. GIRIS ve AMAC

Hiicre membraninin biyokimyasal yapisinin molekiiler diizeyde ortaya konmasiyla
birgok antijenik 6zellik saptanmigtir. Kan grubu antijenleri eritrosit membraninda yiizeye
tutunmug yapilardir. Bu antijenlerin klinik immunolojideki 6énemi nedeniyle bu konuda
¢aligmalar hizla artmug ve yaklagik 600 farkl: antijen tanimlanmigtir(20,36,55).

1901'den bu yana 93 yillik bir gegmise dayanan kan grubu antijeni aragtirmalarinda,
antijenlerin tamimlanmas1 baglangigta basitge hemaggliitinasyon reaksiyonlan ile
gerceklestirilmistir. Son yillarda; molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanindaki
gelismelerin kullamm ile, mikrokimyasal analiz teknikleri gelistirilerek antijenlerin
molekiiler yapis1 daha giivenilir bir gekilde ortaya gikarilabilmistir(9,31,36).

Adli Serolojide eritrosit antijenlerinden, biyolojik stvilar ile bunlara ait leke ve
artiklarin kimliklendirifmesinde ve paternite saptanmasinda yararlanilmaktadir. Son
yillarda spesifik, hassas ve ekonomik yontemlerin gelistirilmesi ile eritrosit antijenlerinin
daha ayrintihi incelenebilmesi saglanmigtir. Paternite saptanmasi ve kimliklendinnec,ie ana
kan gruplan ve subgruplarimin toplumda bulunma sikliginin bilinmesi gerekmektedir.
Ancak iilkemiz genelinde ve yoremizde bu konuda veri tabani olugturabilecek bir ¢aligma
bulunmamaktadir(9,20,75).

Adli Serolojide eritrosit antijenlerinin taze kan 6rneklerinde gosterilmesinde; bu
antijenleri tagtyan eritrositlerin aggliitinasyonu, serumda antikorlarin gesitli yéntemlerle
gosterilmesi prensiplerine dayanan galigmalar, yeni teknolojilerin yontemlere sokulmasiyla
geligtirilmektedir. Ozellikle zayif antijenik ozellikte olan bazi eritrosit antijenlerinin
gosterilmesi oldukga giigtiir. Bu nedenle daha hassas ve spesifik yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Taze kanda bu antijenlerin g6sterilebilmesi amaciyla microtyping gruplama
sistemleri geligtirilmigtir. Microtyping gruplama yontemlerinin hassas, spesifik, fotograf
ve benzeri y6ntemlerle goriintiilenebilir olmalarnin yaninda; ¢ok az miktarlardaki
drneklerle zayif antijenik subgruplann gosterilebilmesine olanak saglamasi nedeniyle Adli
Serolojide tercih edilmesi gerektigi savunulmaktadir(24,30,53,75).



Bu ¢aligmada taze kanda Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran antijenleri eritrosit
aggliitinasyonu prensibine dayanan Mikroplate ve Jel Test yontemi ile fenotiplendirilerek,
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dalinin kurulug asamasinda olan
Adli Seroloji laboratuvarinda galigilabilirligi aragtinlacaktir. Ayrica bu ¢aliymada saptanan

antijen fenotipleri ydremiz igin gen siklif1 ¢galigmalarinin 6n verilerini olugturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lewis Kan Grup Sistemi

Le* antijeni, ilk kez 1939 yilinda bazi Japon aragtiricilar tarafindan non-sekretor bir
bireyin tiikriifiinde tammlanmigtir. Ancak bu galigma dil problemleri nedeniyle uzun bir
siire batih aragtiricilarin géziinden kagmigtir(14,55).

1946 yilinda, hemolitik hastalik diisiiniilen yenidogan bir bebegin annesinin
serumunda Mourant tarafindan yeni bir antikor tanimlanmigtir. Saptanan bu antikorun o
toplumdaki bireylerin yaklagik % 25'inin eritrositlerini aggliitine ettii izlenmigtir. Bu yeni
antikorun kargili§1 olan antijene serumunda antikor bulunan kadinin soyadi olan Lewis ad1
verilmigtir(14,55).

1947'de Andresen benzer karaktere sahip bir bagka antikoru Anna Erikson isimli
bir kadmin serumunda ‘bulmugtur. Tanimlanan  antijen "L" olarak adlandinilmig ve
yetigkinlerin yaklagik % 21'inin L(+) oldugu bildirilmigtir. 1948'de Andresen, Mourant'in
anti-Lewis olarak adlandirdigi antikor ile Anna Erikson'da bulunan antikorun aym
oldugunu belirtmigtir. Mourant'in Lewis, Andresen'in L, olarak adlandirdig1 antijen Le®
olarak adlandinlmagtir.

Daha sonra A ve MN antijenlerine sahip bir kisginin serumunda saptanan ve anti-L,
olarak adlandinlan bagka bir antikor gosterilmis ve buna uyan antijen Le® olarak
adlandinlmigtir(14,55).

Lewis antijenleri ile ilgili genlerin 19. kromozom iizerinde bulundugu ve iki alleli
oldugu saptanmigtir. Dominant gen Le ve resesif gen le olarak isimlendirilmigtir(23,31).

Le* ve Le® antijenleri, fukoziltransferaz(alfa-4-fukoziltransferaz) enziminin
sentezledii iiriinlerdir ve bu enzimin aktivitesi genetik olarak kontrol
edilmektedir(14,19,31,73,74).

Lewis antijenlerinin ABH antijenlerinde oldugu gibi, dért tane primer seker
molekiilii igeren dnciil maddeden olugtugu ileri siiriilmektedir. Bu geker molekiillerinden

iki tanesinin D-galaktoz, digerlerinin N-asetilgalaktozamin ile N-asetil-D-glukozamin



oldugu ve bunlarin 6nciil maddede D-galaktoz, N-asetilglukozamin, D-galaktoz ve N-
asetilgalaktozamin geklinde siralandig1 bildirilmektedir. Terminal galaktoz ile subterminal
N-asetilglukozamin molekiilii arasindaki baglanma noktalarindan birinin farkli olmast
nedeniyle iki tip 6nciil madde bulundugu saptémm1st1r. Tip 1 6nciil maddenin olusumunda,
D-galaktoz'un subterminal N-asetilglukozamine a(1—3) bagiyla baglandigs; tip 2 énciil
maddenin olugumunda ise, aym seker molekiiliiniin a(1-—4) bagiyla baglandi
bildirilmektedir(60,64,71,72). Bu 6nciil maddeler Sekil 1'de gosterilmigtir.

Tip1
o NHCOCH,
D-Galaktoz(Gal) N-Asetilglukozamin(GIcNAc)
Tip 2
CH,Q0H CHOH
OH 3
NHCOCH,
D-Galaktoz(Gal) N-Asetilglukozam‘in(GlcNAc)

Sekil 1. Tip 1 ve Tip 2 6nciil maddeler(64).



Suda eriyebilir ABH antijenleri ve Lewis antijenlerinin tip 1 6nciill maddeden
sentezlendifi g6sterilmigtir. Le® antijeninin, Lewis genlerinin ({iriinii alfa-4-L-
fukoziltransferaz enzimi etkisiyle tip 1 zincirde subterminal N-asetilglukozaminin 4 no'lu
karbonuna bir fukoz molekiiliniin o(1-—>4) bagiyla baglanmasi sonucu olugtugu
bildirilmektedir(14,19,31,50,72,74).

Le® antijeninin olusumununun iki basamakta gergeklestigi bildirilmektedir. ik
basamakta; Sekretér gen ile H ve h allel genlerinin iiriinii olan H transferaz (o-2-L-
fukoziltransferaz) etkisi ile, Tip 1 6nciil maddenin terminal galaktozuna bir fukozun
baglandig ileri stiriilmektedir. ikinci basamakta; aktivitesi Le geni tarafindan diizenlenen
o-4-L-fukoziltransferaz  enziminin, ilk basamak iiriiniiniin subterminal N-
asetilglukozaminine bir fukoz daha ilave etmesiyle Le® antijeninin olustugu
bildirilmektedir(14,19,31,50,72,74). Sekil 2'de  antijen olusumunun izledikleri
biyokimyasal yol, Sekil 3'te bu antijenlerin yapilar1 sematik olarak gosterilmektedir.

Tip 1 zincid
B- Gal(1-3) B~ GlcNac-R
Se-H genes Le gene :
a— 2 Fuc transferase a-4- Fuc transferase
B- Gal(1-3) p-GlcNAc-R B-Gal(1-3) B-GIcNAc-R
TI.Z \ T 1.4
a -Fue a— Puc
p-Gal(1-3)p-GlcNAc-R
f12 114
a-Fuc a-Fuc

Sekil 2, Lewis antijenlerinin biyokimyasal yolu(31).



[1D-gslaktoz O N-asetligalaktozemin
D Lfukoz W N-asetilglukozamin
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Sekil 3. A,B,H ve Lewis antijenlerinin terminal karbonhidrat zincirlerinin
yapilari(59).

Lewis antijenlerinin eritrositlerde sentezlenmedigi, sirkiilasyon sirasinda plazmadan
absorblandig1 bildirilmektedir. Lewis antijenleri eritrosit ve plazmanin yan sira tiikriik
salgis1, seminal ve vaginal sivi, ovaryal kist stvisi gibi viicut sivilart ve sekresyonlar ile
gastrik mukoza gibi viicut dokularinda da goésterilmistir(27-29,31,49,54,55,71,72,77).

Plazmada bulunan Lewis antijenlerinin glikosfingolipid yapida oldugu, yiiksek ve
diigiik dansiteli lipoproteinler ile tagindify go6sterilmigtir(14,21,72,77).

Viicut sivilari ve dokulannda, suda eriyebilir ABH ve Lewis antijenlerinin
varhiinin, Sekretor genlerin etkisiyle belirlendigi ileri siiriilmektedir. Dominant Sekret6r
genlerin (Se/-) varlifinda, bu antijenlerin viicut siv1 ve sekresyonlan ile viicut dokularinda

bulundugu; resesif sekretor genlerin (se/se) varhginda ise bu antijenlerin bulunmadig
bildirilmektedir(14,55,72).



Le geni beyazlarda % 95 oraminda bulunmaktadir. le geni, beyazlarda % 5,
siyahlarda ise % 22 oraninda bulunmaktadir. Beyazlarda Le® antijenine rastlanma sikliga
% 20, Le® antijenine %75'tir. Oldukga nadir olarak bulunan Le(a-b-) ise % 5 oraminda
bulunmaktadir(31).

Lewis antijenlerinin hayatin ilk birkag ay1 iginde geligmeye bagladig
belirtilmektedir. Le* ve Le™nin dogumda; titkriik ve serumda var oldugu, ancak
eritrositlerde bulunmadif: bildirilmektedir. Eritrositlerde antijenlerin dogumdan sonra
gosterildigi ve 3 aylik gocuklarin % 80'inden fazlasinda Le(a+)'nin kuvvetli reaksiyon
verdigi; yaklagik 2 yag civarinda azalmaya baslayip yetigkinlerde reaksiyon kuvvetinin %
20'ye kadar azaldig ileri siiriilmektedir. Diger taraftan Le(b+)'nin, genglerde yetiskinlerden
daha az reaksiyon verdigi belirtilmektedir(14,55).

1955'te Sneath ve Sneath, Le(a-b+) fenotipli bir bireye Le(a+b+) hiicreli kan
transfiizyonu yapildiktan sonra bireyin fenotipini Le(a+b+) olarak saptamiglardir. Béylece,
transfiizyonla bir bireye Le® antijeninin kazandinlabilecegi saptanmigtir. Bu antijenlerin
in vitro olarak da degigebilme 6zelligi gosterdikleri bildirilmigtir. Nakajima ve arkadaglan
(1968), yetiskin ve yeni dogan eritrositlerinde Lewis antijenlerinin degisebilme &zelligi
agisindan bir fark bulunmadigim bildirmiglerdir. Buna kargilik aym bireyde tiikriikteki
Lewis antijenlerinin defismedigi gosterilmigtir(14,55).

Tiim bu nedenlerle Adli Serolojide eritrosit antijenlerinin gésterilmesine dayanan
¢aligmalarda; Lewis antijenlerinin kullaniminin simirh degeri oldugu, Lewis antijenlerinin
viicut sivilarinda defismemesi nedeniyle, antijenin viicut sivilarinda gosterilmesinin
anlamh olacag: diigtiniilmektedir.

Lewis antijenleri kurumus kan lekeleri ve ¢esitli sekresyon lekelerinde ABO
sekretér durumunu géstermek amaciyla kullamlmaktadir. Seksiiel saldinn iddialarinda,
Le(a-b-) kadinlarin vaginal sivisinda sekretér veya non-sekretr semenin tanimlanmasi
miimkiin olabilmektedir. Lewis antijenlerinin ¢ok az miktarlarda bulunmasi, kurumus
lekelerde gosterilmesini zorlagtirmaktadir. Ancak bir yillik kan lekelerinde, absorbsiyon-



eliisyon teknigi ile Le* ve Le® antijenlerinin gosterilebildigini bildiren g¢aligmalarda
bulunmaktadir(4,14,55,62,63,65,66).

Lewis sisteminin ayirt edilen diger iki antijeni Le° ve Le“nin orijini
bilinmemektedir. Le° antijeni, nonsekretor (se/se) lewis negatif (le/le) bireylerin
eritrositlerinde; Le? antijeni, sekretdr (Se/-) lewis negatif (le/le) bireylerin eritrositlerinde
gOsterilmigtir. Bu kimyasal yapilarin serolojik 6zellikleri heniiz tartigmalidir(14,49).

Lewis antikorlarinin biiyiik bir kisminin dogal olarak olustugu ve genellikle IgM
yapisinda oldugu bildirilmektedir(31,55).

2.2.Kell Kan Grup Sistemi

1946 yilinda, Coombs ve arkadaglann Rh uyusmazlii nedeniyle hemolitik hastalik
saptadiklan 15 yenidogéan bebekte yaptiklan bir galismada, bilinen sistemlere ait olmayan
bir antikoru annelerden birinin serumunda gostermiglerdir. Yaptiklari galigmada bu
antikorun rastgele segilen bireylere ait kanlarin % 7'si ile reaksiyona girdigini
saptamiglardir. Antikora bu annenin soyadindan esinlenerek anti-Kell adi
verilmigtir(14,31,55).

1947'de, Wiener ve Sonn Gordon bilinen antikorlar1 esas alarak yaptiklan
galigmada, Singer adinda bir kadinda saptadiklart hemolitik transfiizyon reaksiyonunda
ayirdettikleri antikoru anti-Si olarak adlandirmiglardir(14,55).

Yapilan galigmalarda anti-Si ile anti-Kell'in aym oldugu saptanmis ve bu nedenle
antijen Kell olarak adlandirtlmigtir. Bu ad Wiener ve arkadaglan tarafindan "K" olarak
kisaltilmigtir(14,55).

1949'da Levine ve arkadaglari hemolitik hastalifi olan yenidogan bir bebegin
annesinde yeni bir antikorun varligin1 bildirmislerdir. 37°C'de tuzlu suda reaksiyon veren
ve o toplumdaki bireylerin gogunlugunun eritrositlerini aggliitine eden bu antikor anti-
Cellano olarak adlandirilmigtir. Daha sonralari Anti-K ve anti-Cellano ile yapilan aile
caligmalarinda, Kell ile Cellano'yu tamimlayan allellerin birbirine yakin oldugu ileri



siiriilerek, Cellano "k" olarak adlandinlmigtir(14,55).

Kell fenotiplerinin iki bagimsiz gen etkilesimi sonucunda olugtufu, bunlardan
birinin otozomal, digerinin X'e bagh bir gen oldugu bildirilmektedir. Otozomal yapidaki
Kell geninin 7. kromozomun uzun kolu iizerinde bulundugu, X'e bagl genin X
kromozomunun kisa kolu iizerinde yer aldig: bildirilmektedir(32,33,36,37,39).

Kell antijenlerinin tamamimn 93 kDa'luk eritrosit hiicre membran
glikoproteinlerinde bulundugu bildirilmektedir. X'e bajli genin kodladifi antijenin
eksikliginin de Mc Leod sendromundan sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir(32,33,35-
37,78,79).

Kell antijenlerinin kimyasal yapis1 hakkinda sinirh bilgiler bulunmaktadir. Kell
antijenlerininin glikoprotein yapisinda oldugu, eritrositlerin 56°C'de birka¢ dakika
1sitilmast, formaldehit' solusyonunda enkiibasyonu veya siilfidril bilegikleri ile
" indirgenmesiyle proteinlerin biiyiikk bir kisminin denatiire oldugu ve Kell kan grubu
antijenlerinin de biiyiik 6lgiide inaktif hale gectigi bildirilmektedir. Kell antijenlerinin,
eritrosit membranina disiilfit baglan ile tutundugu saptanmigtir(1,33,36,38,56,57,58).

Marsh ve arkadaglarinin yaptiklan ¢aligmalarda Kell antijenlerinin varlifinin eritroid
dokuyla sinirl kaldig1 saptanmigtir(32).

Kell antijenlerinin geligiminin fetal hayatin yaklagtk 10. haftasindan itibaren
bagladifs ve dofumda tamamiyle gelismis oldugu belirtilmektedir. Yetigkinlerde
antijenlerin, eritrosit geligiminin  eritroblast evresinde meydana geldigi
gOsterilmistir(14,33,36,37).

K(K1) antijeninin, beyazlarda rastlanma siklig1 % 90 , k(K2) antijeninin ise % 99.8
oldugu bulunmugtur. k(K2) antijeni ise siyahlarin hemen hepsinde bulunmugtur. Kell
grubununun nadir antijenlerinden olan Js"min siyahlarda, Kp”nin ise beyazlarda daha
yaygin olarak bulundugu saptanmistir(31).

Giiniimiize kadar 24 Kell antijeni tamimlanmigtir(36,37). Bu antijenlerin adlar1 ve
simgeleri Tablo I'de gosterilmistir.



TABLO I Kell kan grubu sisteminde, antijenlerin adlar1 ve

ve simgeleri(36).

ADI HARFlI ~ NUMARASI
Kell K K1
Cellano k K2
Penny Kp* K3
Rautenberg Kp® K4
Peltz(Ko) Ku K5
Sutter Js? K6
Mathews  Js K7
Kw K8
Claas KL K9
Karhula [6) K10
Cote K11
Bockman K12
Sgro K13
Santini K14
Kx K15
k-like K16
Weeks wk* K17
Marshall K18
Sublett K19
Km K20
Levay Kp* K21
Ikar K22
K23
Cls K24

Eritrositlerde Kell antijenlerinin yoklugu Kell Null (Ko), zay:f Kell fenotipleri K,
olarak adlandinimaktadir(13,14,36,37,79).
Kell sistemi antijenleri iyi bir inmunojenik potansiyele sahiptir. Ancak dier major

kan grubu sistemlerine oranla daha az sayida antijen bolgesine sahiptir. K1 yaklagik 3500,

10



K2 2000-5000 antijen bolgesine sahiptir(36,37,56).

K antijeninin, 27-34 giinliik kan lekelerinde absorbsiyon-eliisyon teknigiyle
gosterilebildigi bildirilmektedir. Mikroeliisyon y6ntemi ile dort yillik bir kan lekesinde K
antijeninin gosterilebildigi de bildirilmigtir. K2 (k) antijeninin ise 9.5 aylik kan lekelerinde
gosterilebildigi bildirilmektedir(14,15).

Genellikle dogal olarak olugan Kell antikorlar1 baz1 durumlarda antijenik uyariyla
kiginin serumunda immun olarak geligebilmektedir. Bu antikorlar genellikle IgG
yapisindadir(2,12,14,31,35,36,73).

2.3. Duffy Kan Grup Sistemi

1950'li y1llanin baglarinda, 20 y1l boyunca defalarca kan transfiizyonu yapilmig olan
Duffy soyadli bir klslmn serumunda yeni bir antikor bulunmugtur. Cutbush, Mollison ve
Parkin tarafindan gosterilen bu antikor, bu kiginin soyadindan esinlenerek anti-Fy* olarak
adlandinlmigtir. Daha sonra, bu antikora karsihk gelen antijen Fy* olarak
adlandinlmigtir(14,31,55).

Duffy antijenleri ile ilgili genlerin 1. kromozomda bulundugu saptanmigtir(31).

Fy* antijeninin eritrosit membran proteinlerinden sialoglikoprotein molekiilii
tizerinde bulundufu ve eritrosit hiicre membraninin yapisina katildig: bildirilmektedir.
Duffy antijenlerinin eritrositlerdeki antijenik ug sayisinin ortalama 17.000 kadar oldugu
bildirilmektedir(40,43,48).

Duffy sistemi antijenlerinin 6-7 haftalik fetiiste bulunabildigi, dogumda antijenik
geligimin tamamlanmig oldugu bildirilmektedir(14,55).

Fy* ve Fy® antijenlerinin az miktardaki kan lekelerinde dahi gosterilebildigi
bildirilmektedir. Denault ve arkadaglari, Anti-human globulin kullanarak yaptiklan
absorbsiyon-eliisyon yontemi ile 1-2 haftalik kan lekesinde Fy* antijenini
gosterebilmiglerdir. Diger taraftan, mikroeliisyon y6ntemi ile dért yillik bir kan lekesinde
Fy*® antijeninin gosterilebildigi bildirilmektedir(14,15).

11



Bu antijen sisteminde Fy* ve Fy® antijenleri disginda Fy3 ve Fy5 antijenleri de
bulundufu, bu iki antijenin Fy* ve Fy® tagiyan biitiin eritrositlerde bulundugu
goOsterilmigtir(14,55). :

Duffy antijenlerinden Fy* (Fyl) ve Fy® (Fy2)'nin beyazlarda, buna karsin Fy*
(Fy4)'in siyahlarda daha yaygin olarak bulundugu saptanmigtir. Beyazlarda Fy"ya
rastlanma sikhigmin % 29, Fy"ye rastlanma sikhigimin % 42 oldugu saptanmistir(31).

Duffy sistemi antikorlaninin genellikle dogal olarak olustufu ve 1gG yapisinda
oldugu saptanmigtir. Bu antikorlar kompleman baglayabilme 6zelligindedir(2,14,31).

2.4. Kidd Kan Grup Sistemi

Ik olarak 1951 yilinda Allen, Diamond ve Niedziela tarafindan hemolitik hastalif
olan yenidogan bir l;ebégin annesinin serumunda yeni bir antikor ayird edilmigtir. Kidd
soyadli annenin serumunda bulunan bu antikorun karsilifi olan antijen Jk* olarak
adlandinlmigtir(14,43,55).

Kidd antijenleri ile ilgili genlerin 18. kromozomda bulundugu saptanmigtir(16,31).

Kimyasal yapilar: hakkinda fazla bir bilgi bulunmayan Kidd antijenlerinin eritrosit
yiizeyindeki antijenik ug sayisinin ortalama 14.000 oldugu bildirilmektedir(40).

Jk* (JK1) ve Jk* (JK2) olmak iizere iki yaygin antijeni bulunan Kidd kan grubu
sisteminin Jk3 olarak adlandirilan ve Jk* veya Jk® fenotipine sahip bireylerin
eritrositlerinde bulunan iigiincii bir antijen ayird edilmigtir. Eritrositlerde Kidd
antijenlerinin yoklugu Kidd null olarak adlandinlmaktadir(13,14,26,47,55).

Kidd antijenlerinin geligiminin fetiiste bagladigi, Jk* antijeninin fetal hayatin 11.
haftasmdan itibaren, Jk® antijeninin fetal hayatin 7. haftasindan itibaren gelismeye
bagladid1, yeni doganda tamamiyle gelismis oldugu bildirilmektedir(14,55).

Kidd antijenlerinin kan lekelerinde gosterilmesine dayanan fazla bir galigma
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, Jk* antijeninin bir haftalik kan Ilekelerinde
gosterilebildigi bildirilmektedir(14,15).
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Beyazlarda Jk™ya rastlanma sikhigimn yaklagik % 76, Jk™ye rastlanma sikliginin
da % 74 oldufu bulunmugtur. Bu oran Asyahlar igin yaklagik % 50 olarak
saptanmigtir(31). -

Kidd antikorlarinin IgG veya IgM yablsmda olabildigi ve genellikle dogal olarak
bulunduklan saptanmigtir. Bu antikorlar kompleman: baglayabilme ozelligindedir. Bu
antikorlarin oda sicaklifinda aktivite gosterebildikleri, ancak en iyi aktivite gésterdikleri
1simin 37°C oldugu bildirilmektedir(14,31,55).

2.5. Lutheran Kan Grup Sistemi

1945'te birgok kez transfiizyon yapilmig Diffiiz Lupus Eritematosus'lu bir hastamn
kaninda gosterilen yeni bir antikora, transfiizyon igin kan veren kisi olan Lutheran'in adi
verilmistir(14,31,55).

Lutheran antijenleri ile ilgili genlerin 9.kromozomda bulundugu saptanmigtir(31).

Lutheran antijenlerinin kimyasal yapisi hakkinda heniiz giivenilir bilgilerin elde
edilemedigi belirtilmektedir. Lu® antijenlerinin 80 kDa'luk eritrosit membram
glikoproteinlerinde bulundugu belirtilmektedir. Lutheran antijenlerinin bolge sayilarnin
dominant kaliim gosteren Lu(a-b-) fenotipli bireylerin eritrositlerinde ortalama 450,
Lu(a-b+) ve Lu(at+b+) fenotipli bireylerin eritrositlerinde ortalama 1.000 ve Lu(a+b-)
fenotipli bireylerin eritrositlerinde ise ortalama 480 oldugu bildirilmektedir(40,41,51,
67,68,69).

Kaynaklarda Lutheran antijenlerinin lekelerde gosterilmesiyle ilgili bir ¢aligmaya
rastlanmamagtir.

Lutheran antijenlerinin gelisiminin fetuste bagladidi, Lu® antijeninin en erken olarak
12 haftalik fetus kaninda gosterilebildigi bildirilmektedir. Dogumda tamamiyle gelismemis
olan heterozigot Lu® antijeninin 15 yagina kadar gelisimini devam ettirdigi; Lu® antijeninin
ise, fetal hayatin 10-12. haftasinda nadir olarak goériilmeye basladifi, genglerde
yetigkinlerden daha zayif antijenik aktivite gosterdigi belirtiimektedir. Bu &zellikleri
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nedeniyle Lutheran antijenlerinin paternite ¢aligmalarinda kullamlmasi anlamli
bulunmamaktadir(14,55).

Lu® antijeninin toplumda rastlanma sikhginin % 4, Lu® antijeninin ise % 96 oldugu
bildirilmektedir. Lu(a-b-) fenotipinin ise nadir oldugu belirtilmektedir(31)

Yapilan ¢aligmalarda, Lutheran antijen sistemine dahil edilen antijen sayisinin 20'ye
kadar ulagtif1, ancak bunlardan bir kisminin yaymlanmadif bildirilmektedir(55).

Lu(a-b-) fenotipi Lutheran null olarak adlandinlmaktadir. iki tipi tamimlanmgtir.
Bunlardan birisi, otozomal resesif olarak olusmaktadir. Bu eritrositlerde, Lu* ve Lu®
antijeni bulunmamaktadir. Diger Lu(a-b-) fenotipi otozomal dominant olarak In(Lu) geni
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu fenotipe sahip eritrositlerde zayif Lu® ve Lu® antijenleri
bulunmaktadir(14,46,55).

Olduk¢a zay;f immunojeniteye sahip olan Lutheran antikorlan dogal olarak
kazamlmaktadir. IgG veya IgM yapisinda olabilmektedir. Anti-Lu*nmin optimum 12-
18°C'de, anti-Lu™nin 20°C'de tuz agliitinasyon testiyle iyi reaksiyon verdigi
belirtilmektedir(14,31,55).

2.6. Hemaggliitinasyon Y éntemleri

Eritrosit antijenlerinin spesifik antikorlari ile kargilasmalan sonucunda,
hemaggliitinasyon reaksiyonlar1 meydana gelmektedir. Antijen ile ilgili antikorun bu
ozelliginden faydalamlip, in vitro olarak gergeklestirilebilen hemaggliitinasyon
reaksiyonlan ile aranan antijen veya antikoru gosterebilmek miimkiin olmaktadir.
Aggliitinasyon reaksiyonlan tiip, lam v.b. ortamlarda gergeklestirilirken, son yillarda bu
temel reaksiyonun gergeklestirilebilecegi ortamlar teknige hassasiyet ve giivenilirlik
kazandirmak amaciyla geligtirilmigtir. Yenilerde geligtirilen bu yéntemler microtyping
yontem olarak isimlendirilmekte ve aggliitinasyonlar mikroplate yada ozel jelli
mikrotiiplerde gergeklestirilmektedir(7,8,20,22,24,30,34,52,59).

Az miktardaki materyalle ¢ahigilabilmesi amaciyla gelistirilen mikroplate
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yonteminin, difer klasik yo6ntemlere goére teknik hatalarin daha az oldufu, zaman ve
kullamlan malzemede ekonomi sagladifi, ayrica reaksiyonlarin fotografla gériintiilenebilir
ozellikte oldugu bildirilmektedir(7,20,53,60,61,75,76).

Ilk kez 1962 yilinda Sever tarafindan tamsal virolojide kullanilmak tizere
gelistirilen mikroplate yonteminin kan grubu serolojisinde kullanimi, 1966 ve 1968 yillart
arasinda Wegmann ve Smithies tarafindan gergeklestirilmistir. Bunu takip eden yillarda
yéntemin zaman ve kullanilan malzeme ydniinden ekonomik olmasi, teknik hatalarin az
olmas: gibi nedenlerle kullamimi giderek artmigtir. Daha sonraki yillarda aggliitinasyonlar
spektroskopik okuma ile degerlendirilmigtir. Ardindan bilgisayar sistemlerinin
biyoteknolojiye katilimi ile yontemin otomasyonu saglanarak, okuma kolayligi ile birlikte
insan emek giicii azaltilmi§tir(20,60,61,75,76).

Mikroplate ybntefninde kullanilan plateler yaklagik 7.5cm.x10.5¢m. boyutlarindadr.
Polistyren, polibren veya polivinil'den yapilmig olan plate iizerinde 8 sira ve 12 kolondan
olusan kuyucuklar bulunmaktadir. Kuyucuklar yaklagik 10mm. yiikseklikte ve 4mm.
¢apindadir. Kuyucuklann dibi U, V veya diiz olarak iiretilmektedir. Plate iizerinde her bir
sirada A'dan H'ye kadar harfler, her bir kolon iizerinde 1'den 12'ye kadar sayilar
bulunmaktadir. Uzerinde toplam 96 adet kuyucuk bulunan platede aym anda 96 ayn
reaksiyon olusturulabilmektedir. Sekil 4'de U-dipli bir mikroplate
gosterilmigtir(5,20,42,53,70).

Mikroplate yonteminde eritrositlerin %0.9'luk NaCl, enzim veya LISS (Low Ionic
Strength Solution) ile hazirlanan %1-3'liik siispansiyonlan kullanilmaktadir(20,44,45,70).

Kan grubu antijenlerinin tamimlanmasinda heniiz olduk¢a yeni sayilan bir diger
yontem Jel Test yontemidir. Jel test ilk kez Y. Lapierre tarafindan geligtirilerek, 1986
yilinda patenti alinmigtir. Y6ntemin aggliitinasyon reaksiyonlarini standartlagtirdigs, hassas,
giivenilir ve kolay bir okumaya olanak tamdigi, bunlarin yamisira reaksiyonun fikse
edilmesi, fotograf ve hatta fotokopi ile goriintiilenebilmesi gibi 6zellikleri oldugu
bildirilmektedir. Bu yontemde, plastik kartlara altigarli yerlegtirilmis 6zel mikrotiipler
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kullanilmaktadir, Yapilacak testin tiiriine gore, nétral, spesifik veya antiglobulinli olmak
iizere ii¢ tip jel hazirlanmigtir. Nétral jel igeren mikrotiiplerde herhangi bir spesifik ayirag
bulunmamaktadir. Bu tiir jeller genellikle antikor arama, enzim muamele edilmis veya
edilmemig hiicrelerin identifikasyonu ve ABO reverse tiplendirme amaciyla
kullanilmaktadir. Spesifik jelli mikrotiiplerde, jel karigimi igerisinde spesifik ayirag (anti-
A,-B gibi) bulunmakta ve antijen arama amaciyla kullanilmaktadir. Antiglobulinli jellere
eritrosit siispansiyonu ve spesifik antiserum eklendikten sonra kartlar 37°C'de enkiibe
edilmekte, daha sonra santrifiij edilmektedir. Sekil 5'te bir ID-Kart 6rmegi
gosterilmistir(10,25,30), |

Bu caligmada Mikroplate ve Jel test yontemi ile Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve
Lutheran antijenleri fenotiplendirilerek; her iki yontemin Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Adli Tli) Anabilim Dalinin kurulus agamasinda olan Adli Seroloji
Laboratuvarinda kullanilabilirlii aragtinlmigtir.
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Sekil 4. U-dipli bir mikroplate.

Sekil 5. 1D-kart.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu galigmanin hazirlanan projesi ve goniilli kan vericileri igin hazirlanan rniza ve
bilgilendirme formlari, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kuruluna sunularak goriis
alindi. Form 1'de Riza ve Bilgilendirme Formu gosterilmektedir. Etik agidan uygun goriig
alindiktan sonra proje Gukurova Universitesi Aragtirma Fonuna sunularak parasal destek

saglandi(SBE 94/3).



Form 1. Vericileri bilgilendirme ve riza formu.
BILGILENDIRME FORMU

Bu ¢aligmanin amaci; kan gruplarina rastlanma sikligini ortaya koymaktir.

Goniillii olarak katilacak kisilerden 10 cc vendz kan alinarak, taze kanda kan
gruplan belirlenecektir. Bu galigmada elde edilecek bilgiler ile, toplumdaki ana kan
gruplan sikhi1 saptanacaktir. Elde edilen sonuglar, Adli Tip Anabilim Dalinca yapilacak
galigmalarda "Kigilerin adi, soyadi veya onlar1 tanitict herhangi bir isaret belirtilmeden”
veri olarak kullanilabilecektir. Kan grup sonuglarn galigmaya katilan kisilere istedikleri
takdirde kendilerine yazili kagit verilerek bildirilecektir.

Kan alma islemi 6ncesi, bu galigmaya goniillii olarak katilmak istediginize dair bir
evrak imzalamamz gerekmektedir.

RIZA FORMU
Asagida imzasi bulunan ben, kan gruplarina rastanma siklifinin saptanmasi
¢aligmasi hakkinda tam olarak bilgi aldim.

Goniillii olarak kol damarimdan verecegim 10 cc kanda yapilacak kan gruplar
sonuglarinin; adim, soyadim veya beni tanitacak herhangi bir isaret belirtiimeden
yayinlanabilecegi ve istedigim takdirde kendim ile ilgili sonuglari Ggrenebilecegim
bildirildi.

Bu bilgileri aldiktan sonra, bu ¢aligmaya géniillii olarak katildigimi beyan ederim.

Goniilliiniin Ad1 ve Soyadu: Tarih:
Yast: Imza:

Bilgi igin:
C.U.T.F.Adli Tip Anabilim Dal
TIf: 338 6060/3429
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Calisilan kan ornekleri: Bu ¢aliymada 70'i goniillii verici, 4'it Adli Tip Anabilim Dalina
babalik tayini igin gelen kigilerden olmak iizere 74 kisiden alinan taze kan 6rnegi
kullamlmigtir. Géniillii vericilerden steril plastik enjektorlerle 3'er cc vendz kan 6rnegi
alinarak, 5 cc'lik steril, plastik kapakli EDTA (Etilendiamintetraasetikasit)'li cam tiiplere

konuldu ve her kan érnegine bir protokol numaras: verildi.

Kullamlan antiserumlar:
A-) Mikroplate y6énteminde;
Anti-Le* (Ortho Diagnostic, 5 ml., MLA112A)
Anti-Le® (Ortho Diagnostic, 5 ml., MLB212A)
Anti-K (Ortho Diagnostic, 5 ml., KS135D)
Anti-k (Ortho Diagnostic, 3 ml., LK147B)
Anti-Jk* (Ortho Diagnostic, 3 ml., JAB205A)
Anti-Jk® (Ortho Diagnostic, 3 ml., JBB311A)
Anti-Fy* (Ortho Diagnostic, 3 ml., FA182A)
Anti-Fy® (Ortho Diagnostic, 3 ml., FYB30A)
Anti-Lu* (Diamed, 1 ml., 15124A0)
Anti-Lu® (Diamed, 1 ml., 52022A)

B-) Jel test yonteminde; Fy* ve Fy" antijenlerinin gésterilmesinde 1D-kartlara
spesifik antiserumlar sonradan ilave edilmektedir. Bu amagla kullanilan antiserumlar;

Anti-Fy*  (Diamed, 007270)

Anti-Fy®  (Diamed, 007280)
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Kullamilan Jel Test ID-K artlar::
ID-Anti-Le* (Diamed, 007221)
ID-Anti-Le® (Diamed, 007231)
ID-Anti-K  (Diamed, 002114)
ID-Anti-Fy* (Diamed, 007270)
ID-Anti-Fy® (Diamed, 007280)
ID-Anti-Jk* (Diamed, 007321)
ID-Anti-Jk® (Diamed, 007331)
ID-Anti-Lu* (Diamed, 007351)
ID-Anti-Lu® (Diamed, 007361)

Kullanilan bovin albumin: %30'luk, 10mlI'lik hazir sivi albumin kullanildi.
(Immucor, 0T2G5235-1)

Kullanilan anti-human globulin: C3d spesifik anti-human globulin kullanildi.
(Dominion Biologicals, 10 ml., NAHGO1202)

Deneyler icin kullanilan arag ve geregler:

Mikroplate: Polistyrenden yapilmig U dipli, iizerinde 96 adet kuyu bulunan mikroplate
kullanildi.

Plate rtiiciisii: Sert plastikten yapilmis plate ortiiciileri kullanildi.
Tiipler: 1.1 cm. x 10 cm. boyutlarinda, plastik kapakl, steril cam tiipler kulanilds.

Santrifiij: Maksimum 5500 devir/dakika hiza ulasabilen, zaman ve hiz ayar gostergesi ile
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mikroplate santrifiigasyonuna uygun rotor bagligi bulunan santrifiij kullanildi.
(Hettich Universal 30 F) (Sekil 6)

Mikropipet: Mikroplate yénteminde 20 ve 200 pl Kkapasiteli, ayarlanabilir 6zellikte
mikropipetler (Gilson P20 ve P200), Jel Test yonteminde ise 10,25 ve 50 ul 'ye

ayarlanabilen ID-mikropipet ( ID-Pipetor FP-1, 009630) kullanildi.

Pipet uclan: Mikroplate yonteminde maksimum 200 pl hacimde san pipet uglari, Jel Test
yonteminde 300 pl hacim kapasitesinde seffaf beyaz pipet uglar1 kullanildi.

ID-Santrifiij: Hiz1 1175 rpm ve siiresi 10 dakikaya ayarli, maksimum 12 kart santrifiij
edilebilen santrifiij kullamld: (ID-Centrifuge 12 MTC, 009500)(Sekil 7).

ID-Enkiibator: 37°C'ye ayarl enkiibatér kullanildi.(ID-Incubator 37 LM) (Sekil 8)
Eritrosit siipansiy onu hazirlanmasinda kullamlan soliisy onlar:
Serum fizyolojik: % 0.9'luk NaCl igeren serum fizyolojik kullamildi.

ID-Diluent I: Jel test yontemi igin modifiye bromelin solusyonu kullanilds.
(ID-Diluent I, 009154)

ID-Diluent II. Jel test igin modifiye LISS kullanildi.
(ID-Diluent II, 009254)

N
2



Sekil 6. Tip ve mikroplate tasimaya uygun rotor baghg: olan santrifiij.
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Sekil 7. ID-Santrifij. Sekil 8. ID-Enkiibator.

Kullamlan eritrosit siispansiy onunun hazirlanmas:

Eritrositlerin yikanmast

3 cc'lik steril EDTA'l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edilerek serumu ayrildi. Serumu ayrilan hiicreler iizerine 3 cc % 0.9'luk NaCl ¢ozeltisi
eklenerek tiipler hafif¢e asagi yukar gevrilerek karigtinldi ve 3000 rpm'de 2 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist kisim atildi. Bu iglem 3 kez tekrarlandi(8).

Mikroplate y6ntemi igin; % 3'liik eritrosit siispansiyonu hazirlamak amaciyla, temiz
bir tiipe 1000 pl % 0.9'luk NaCl g¢ozeltisi konuldu. Uzerine yikanmis eritrositlerin
bulundugu tiipten 30 pl eritrosit pelleti ilave edilerek tiip hafifge calkalandi(8,71).

Jel test yonteminde; Lewis, Kell, Kidd ve Lutheran antijenleri igin bir tiipe 500 pl
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ID-Diluent I (Bromelin solusyonu) konuldu. Uzerine yikanmig eritrosit hiicrelerinden 25
ulilave edildi ve hafifge galkalanarak % 5'lik eritrosit siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan
stispansiyon 10 dakika oda 1sisinda enkiibe edildi. Duffy antijenleri igin bir tiipe 1000 pl
ID-Diluent IT (LISS) konuldu. Uzerine 10 pl yikanmug eritrosit pelleti eklenerek %1'lik

eritrosit siispansiyonu hazirlandi(11,24,30).

Kullamlan bovin serum albuminin (BSA) hazirlanmas:: Bir tiipe 1350 pl SF konuldu ve
iizerine % 30'luk bovin serum albuminden 150 pul ilave edilerek %3'litk bovin serum
albumin hazirlandi(8).

Kullamilan antiserumlann sulandinilmasi

Mikroplate yonteminde kullanilan tiip antiserumlar (anti-Le®, anti-Le®, anti-K, anti-
k, anti-Jk* anti-Jk", anti-Fy*, anti-Fy®, anti-Lu® ve anti-Lu®) % 0.9'luk NaCl ¢ézeltisi (SF)
ve Bovin Serum Albumin (BSA) ile 1/2, 1/4 ve 1/8 oranlannda sulandirildi(8).

Mikroplate'te isaretlenmis kuyucuklara sirasiyla tam antiserum, 20 pl antiserum +
20 pul SF, 10 pl antiserum + 30 pl SF, 5 pl antiserum +35 pl SF damlatilarak sulandirma
yapilds.

1/1: 40 pl antiserum

1/2 : 20 pl antiserum + 20 pl SF

1/4 : 10 pl antiserum + 30 pl SF

1/8 : 5 pl antiserum + 35 pl SF

BSA ile aym1 gekilde ve aym mikroplate iizerinde sulandirma yapildi. Yapilan
sulandirmada yine igaretlenmis kuyucuklara sirasiyla 20 pl antiserum + 20 pl BSA, 10
ul antiserum + 30 pul BSA, 5 pl antiserum +35 pul BSA damlatildi.

1/2 : 20 pl antiserum + 20 pl BSA

1/4 : 10 pl antiserum + 30 pl BSA

1/8 : 5 pl antiserum + 35 ul BSA
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3.1. Deneyler

3.1.1. Mikroplate ydntemi

Deneylerde tiip antiserumlann kullamlmigtir. Aggliitinasyonlar tiip yerine
mikroplate'te gergeklestirilmigtir. Kell, Kidd, Duﬂ'y ve Lutheran antijenlerinin 37°C 1s1da
enkiibasyonla eritrositlerin aggliitine edilebilmesi nedeniyle bu antijenlerin gésterilecegi
deneyler bir mikroplate'te, Lewis antijenlerinin gosterilecegi deneyler ayr1 bir mikroplate'te
yapilmigtir(3,20).

3.1.1.1. Lewis antijenlerinin gosterilmesi

Tip antiserumlan kullamlarak g¢aligilan Mikroplate yonteminde, deney klasik tiip
yonteminde belirtildigi gibi yapilmigtir. Ancak reaksiyonlar tiip yerine mikroplate
kuyucuklarinda gergekléstirilmistir(70,71).

Mikroplate'in isaretlenmis kuyucuklarina sirasiyla 40 pl anti-Le® ve 40 pl anti-Le®
antiserumu damlatildi. Antiserum bulunan her bir kuyucuga SF ile hazirlanan % 3'litkk
eritrosit siispansiyonundan 40'ar pl ilave edildi. Mikroplate hafif¢e galkalanarak 10 dakika
oda 1sisinda enkiibe edildi. Enkiibasyondan sonra 1000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilen
mikroplate hafif¢e ¢alkalandi ve reaksiyon sonuglann makroskopik olarak degerlendirildi.

Antiserumlar SF ve BSA ile 1/2, 1/4, 1/8 oranlarinda diliie edilerek aym deneyler

tekrarland1 ve sonuglar kargilagtirildi.

3.1.1.2. Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran antijenlerinin gisterilmesi

Tiip antiserumlan kullamlarak yapilan deneylerde, klasik tiip yoénteminden farkh
olarak reaksiyonlar tiip yerine mikroplate'lerde gergeklestirildi.

Mikroplate'in isaretlenmis kuyucuklarina sirasiyla anti-K, -k, -Jk*, -Jk®, -Fy*, -Fy", -
Lu* ve -Lu® antiserumlanindan 40'ar pl damlatildi. Antiserum damlatilan biitiin
kuyucuklara SF ile hazirlanan % 3'liik eritrosit siispansiyonundan 40'ar pl ilave edildi.
Mikroplate hafifge ¢alkalanarak etiivde 37°C'de 15 dakika enkiibe edildi. Enkiibasyonun
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ardindan her kuyucuga 100'er pl SF konuldu ve 3000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras: iist kisim atildi ve bu gekilde yikama iglemi 3 kez tekrar edildi. Son
yikamanin ardindan iist kisim atildi ve biitiin kuyucuklara 80'er pl anti-human globulin
damlatilip hafifce galkalanarak 1000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi
tamamlandiktan sonra mikroplate hafifge calkalanarak sonuglar makroskopik olarak
okundu. Sonugta; kuyu dibinde ¢okelti olusturanlar pozitif, homojen siispansiyon haline
gelenler negatif olarak degerlendirildi ve reaksiyon sonuglan fotograflandi.

SF ve BSA ile 1/2, 1/4, 1/8 oranlarinda diliie edilen antiserumlar ayn1 yéntem
uygulanarak deneyler tekrarlandi.

3.1.2. Jel test yontemi
Testin uygule;nm'asmda kit protokoliine bagh kalinmigtir. Kit protokoliinde testin
tam kan ile ¢aligilabilecegi belirtilmektedir. Bu caligmada yikanmig eritrositlerden

hazirlanan hiicre siispansiyonlan kullanmilmigtir.,

3.1.2.1. Lewis, Kell, Kidd ve Lutheran antijenlerinin gisterilmesi

Lewis, Kell, Kidd ve Lutheran antijenleri i¢in hazirlanmig olan ID-Kartlara ID-
Diluent I (Bromelin Solusyonu) ile hazirlanan % 5'lik eritrosit stispansiyonundan 10'ar ul
damlatildi. ID-Santrifiijde 10 dakika santrifiij edilerek sonuglar makroskopik olarak
okundu.

3.1.2.2. Duffy antijenlerinin gosterilmesi

Uretici firma tarafindan, Duffy antijenleri i¢in hazirlanmig olan ID-Kartlara
antiserum ilave edilmemigtir. ID-kartlan iireten firmanin 6nerdigi sekilde, antiserumlar
kartlara sonradan ilave edilmistir.

Duffy i¢in hazirlanmig ID-kartlara anti-Fy* ve anti-Fy® antiserumundan 50'ser pl
damlatildi, Uzerine ID-Diluent II (LISS) ile hazirlanan % 1'lik eritrosit siispansiyonundan
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50'ser pul damlatildi. ID-Enkiibatérde 37°C'de 15 dakika enkiibe edilen kartlar ID-
Santrifiijde 10 dakika santrifiij edildi. Olugan reaksiyonlar makroskopik olarak okundu ve
reaksiyon sonuglar fotograflandi. Reaksiyonlar aggliitinasyonun derecesine gére +1, +2,
+3 , +4 ve negatif (-) olarak degerlendirildi.

Sonuglarin  degerlendirilmesinde iretici firmanin O6nerdigi okuma y&ntemi
kullanilmigtir. Bu sekilde mikrotiipiin iki egit pargaya boliindiigi diigiiniilerek; iist yarimn
ist kisminda olugan aggliitinasyon +4, jel iginde mikrotiipiin yarisma kadar inen
aggliitinasyon +3, mikrotiipiin yarisindan dip kismina kadar uzanan aggliitinasyon +2, dibe
yakin kisimda olugan aggliitinasyon +1 ve dibe ¢6kmiis eritrosit hiicreleri negatif olarak
degerlendirilmigtir. Jel test yontemiyle Kidd ve Lutheran fenotipleri 74 Ornekte
cahgsilmigtir, Ancak parasal sikintilar nedeniyle Lewis fenotipleri 73 &6rnekte, Kell
fenotipleri 38 6rnekte, Duffy fenotipleri 63 drnekte Jel Test yontemi ile ¢alistlabilmistir.

Tiip antiserumlan kullanilarak yapilan mikroplate yénteminde antiserumlann 1/1,
1/2, 1/4 ve 1/8 oranlarinda % 3'liik bovin serum albumin ve % 0.9'luk NaCl ¢6zeltisi ile
sulandinilarak saptanan hemaggliitinasyon sonuglann Jel Test yontemi ile elde edilen

sonuglarla kargilagtirilmigtir.
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4. BULGULAR

Anti-Le®, -Le®, -K, -k, -Jk% -Jk°, -Fy*, -Fy®, -Lu* ve -Lu® tiip antiserumlarinin
mikroplate'te hangi diliisyonlarda kullanilabilecegini ortaya koymak amaciyla yapilan
deneylerde; antiserumlarin 1/4 ve 1/8 oranlarinda SF ve BSA ile sulandinldig:
kuyucuklarda bilinen kan gruplan ile aggliitinasyon ayirt edilemedi. Bu nedenle fazla
miktarda antiserum sarfetmemek igin 6rnek sayis1 gogaltilmadi. 1/1 (tam) ve 1/2 oraninda
SF ve BSA ile sulandinlmig antiserum kullanilarak 10 6rnekte yapilan deneylerde;
sulandirmada SF veya BSA kullamilmasinin aggliitinasyonlarin izlenebilmesinde bir
farklihk géstermedigi saptandi. Ucuzlugu nedeniyle SF'in tercih edilmesine karar verildi.
Caligmaya 6rnek sayis1 artinlarak devam edildiginde, antiserumun 1/2 oraminda SF ile
sulandinlmasinin Lewis antijenlerini géstermede problemlere neden oldugu goériildii. 94/16
protokol nolu kan 6rneginde antiserumun 1/2 oraninda sulandinldigi kuyucukta Le(a-)
fenotipi izlenirken, tam antiserumla galigtlan kuyucukta Le(a+) fenotipi saptandi. Bu
nedenle Lewis antijenlerinin gosterilmesinde deneylere 16. kan &rneginden itibaren 74.
kan Srnegine kadar toplam 58 kan 6rne§inde tam antiserum kullamlarak devam edildi.

Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran antijenlerinin gdsterilmesi igin 20 kan &rneginde,
1/1 (tam) ve 1/2 oraninda SF ile sulandinlan antiserum kullamlarak yapilan ¢aligmalarda;
fenotipik bir farkhlik saptanmamigtir. Bu nedenle 20. kan &meginden itibaren diger 54
omekte yalmzca 1/2 oramnda SF ile sulandinlan antiserum kullanarak deneyler
yapilmagtir,

Lewis igin sulandinlmamig tiip antiserumu, Kell, Kidd, Duffy, Lutheran igin 1/2
oraninda SF ile sulandinlmig tiip antiserumu ile mikroplate'te yapilan aggliitinasyon
deneylerinin sonuglan ile aym eritrosit antijenlerinin Jel Test ID-kart kullanarak elde
edilen fenotipleri kargilagtirildiginda elde edilen sonuglar Tablo II, III, IV, V ve VI'da
gOsterilmigtir,

74 kan 6meginde Mikroplate, 73 kan 6rneginde Jel Test yéntemiyle yapilan Lewis
antijenlerinin fenotiplendirilmesinde elde edilen bulgular Tablo II'de g&sterilmigtir.
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TABLO IIL 74 kan 6meginde Mikroplate, 73 kan 6reginde Jel Test yontemi ile saptanan

Lewis fenotipleri.

Prot. Mikroplate

No
94/1
94/2
94/3
94/4
94/5
94/6
94/7
94/8
94/9
94/10
94/11
94/12
94/13
94/14
94/15

Le(a- ,b+)
Le(a- ,bt+)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b -)
Le(at+,b -)
Le(a+,b -)
Le(at,b -)
Le(at+,b+)
Le(at,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+)
Le(at+,b -)
Le(a+,b -)
Le(a+,b -)
Le(a- ,b+)

94/16*Le(at+ ,b-)

94/17
94/18
94/19
94/20
94/21
94/22
94/23
94/24
94/25
94/26
94/27
94/28
94/29
94/30
94/31
94/32
94/33
94/34
94/35
94/36
94/37

* Mikroplate ve Jel Test yontemi ile Lewis fenotiplerinde farklilik saptanan kan érnegi.

Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt+)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(at+,b -)
Le(at+,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(at,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+)

Jel Test

Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a+2,b -)
Le(a+1,b -)
Le(at+2,b -)
Le(at+2,b+2)
Le(a+1,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt+1)
Le(at2,b -)
Le(at+2,b -)
Le(a+l,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,bt+2)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,bt+2)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,bt+2)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,bt+2)
Le(a+2,b -)
Le(a+2,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a+2,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+3)

Prot. . Mikroplate

No

94/38
94/39
94/40
94/41
94/42
94/43
94/44
94/45
94/46
94/47
94/48
94/49
94/50
94/51
94/52
94/53
94/54
94/55
94/56
94/57
94/58
94/59
94/60
94/61
94/62
94/63
94/64
94/65
94/66
94/67
94/68
94/69
94/70
924/71
94/72
94/73
94/74
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Le(a- ,bt)
Le(at+,b -)
Le(a+,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(a+,b -)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+)
Le(at+,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,bt+)
Le(a- ,bt)
Le(a+,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt)
Le(a- ,b+)
Le(at+,b -)
Le(a- ,b+)
Le(a+,b -)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,b+)
Le(a- ,bt)

Jel Test

Le(a- ,b+3)
Le(at2,b -)
Le(at+1,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b+3)
Le(a+1,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,bt+1)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,bt+2)
Le(at+1,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b+2)
Le(a+1,b -)
Le(a- ,b+2)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,b+2)
Le(a+2,b -)
Le(a- ,b+3)
Le(a+2,b -)

Le(a- ,b -)
Le(a- ,b+3)
Le(a- ,bt+3)
Le(a- ,b+3)



Caligtlan 73 aym kan orneginin 72'sinde Mikroplate ve Jel Test yontemi ile
saptanan Lewis fenotipleri aym bulunmugtur. 94/16 protokol nolu kan 6rnegi mikroplate
yontemi ile yapilan galigmada tiip antiserumunun 1/2 sulandirimi ile Le(a-) bulunurken,
tam antiserum kullamminda Le(a+) olarak saptanmigtir. Aym kan 6rnegi jel test yontemi
ile iki kez galigilmigtir. Jel test yontemi ile yaﬁllan her iki galigmada da Le(a-) fenotipi
saptanmigtir. $ekil 9, 10 ve 11'de 94/16 protokol nolu kan 6rneginin mikroplate ve Jel

Test yontemi ile saptanan sonuglan gosterilmistir.

Sekil 9. 94/16 prot. nolu 6rnegin Mikroplate yéntemi ile yapilan 1.¢aligma sonucu.

31



Sekil 11. 94/16 prot. nolu 6rnegin Jel test yontemi ile yapilan 1. ve 2. galisma sonucu.
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74 kan 6meginde Mikroplate, 38 kan 6rneginde Jel Test yontemiyle yapilan Kell
antijenlerinin fenotiplendirilmesinde elde edilen bulgular Tablo III'te gdsterilmistir.

TABLO III. 74 kan 6rneginde Mikroplate, 38 kan drneginde Jel Test yontemiyle

saptanan Kell fenotipleri.

Prot.no Mikroplate Jel Test Prot.no Mikroplate Jel Test
94/1 K-k+ K- 94/38 K-k+ K-
94/2 K-k+ K- 94/39 K- k+

94/3 K-k+ 94/40 K- k+

94/4 K-k+ 94/41 K- k+ K-
94/5 K-k+ K- 94/42 K-k+

94/6 K-k+ K- 94/43 K-k+ K-
94/7 K-k+ K- 94/44 K-k+ K-
94/8 K-k+ K- 94/45 K-k+ K-
94/9 K-k+ K- 94/46 K-k+

94/10 K-k+ K- 94/47 K-k+

94/11 K-k+ K- 94/48 K-k+

94/12 K-k+ K- 94/49 K-k+

94/13 K-k+ K- 94/50 K-k+ K-
94/14 K-k+ K- 94/51 K-k+ K-
94/15 K-k+ K- 94/52 K+k+

94/16 K-k+ K- 94/53 K-k+

94/17 K-k+ K- 94/54 K-k+

94/18 K-k+ K- 94/55 K-k+

94/19 K-k+ K- 94/56 K- k+

94/20 K-k+ K- 94/57 K- k+

94/21 K-k+ K- 94/58 K-k+

94/22 K-k+ K- 94/59 K-k+

94/23 K+k+ K+4 94/60 K-k+

94/24 K-k+ K- 94/61 K-k+

94/25 K-k+ K- 94/62 K-k+

94/26 K-k+ K- 94/63 K-k+

94127 K- k+ K- 94/64 K- k+

94/28 K- k+ 94/65 K-k+

94/29 K-k+ K- 94/66 K-k+

94/30 K-k+ 94/67 K-k+

94/31 K-k+ K- 94/68 K-k+

94/32 K-k+ 94/69 K-k+

94/33 K-k+ 94/70 K-k+

94/34 K-k+ 94/71 K-k+ K-
94/35 K-k+ K- 94/72 K-k+ K-
94/36 K-k+ 94/73 K- k+ K-
94/37 K-k+ 94/74 K-k+ K-
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Calisilan 38 aym kan 6rneginde Kell fenotiplerinin Mikroplate ve Jel Test yontemi
ile elde edilen sonuglar1 aymidir.

74 kan 6meginde, Mikroplate ve Jel Test yontemi ile yapilan Kidd antijenlerinin
fenotiplendirilmesinde elde edilen bulgular Tablo IV'te gosterilmistir.

TABLO 1IV. 74 kan 6reginde, Mikroplate ve Jel Test yontemi ile saptanan Kidd
fenotipleri.

Prot. Mikroplate Jel Test Prot. Mikroplate Jel Test
No No

94/1  Jk(a+b -) Jk(a+db -) 9438  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+2)
9472 Jk(atb+) Jk(at+4,b+3) 9439 Jk(at+b -) Jk(atd,b -)
943 Jk(at,b+) Jk(a+4,b+3)  94/40 Jk(a- b+) Jk(a- ,b+2)
94/4  Jk(a- ,b+) Jk(a- b+3) 94/41  Jk(a+b+) Jk(a+3,b+2)
94/5  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3) 94/42  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3)
94/6  Jk(a+b -) Jk(atd,b -) 94/43  Jk(at+b -) Jk(atdb -)
9417 Jk(atb -) Tk(a+d,b -) 94/44  Jk(at+b -) Jk(at+d,b -)
94/8  Jk(at+b+) Jk(a+3,b+2) 94/45  Jk(at+b -) Jk(a+db -)
94/9  Jk(atb -) Tk(atd,b -) 94/46  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3)
94/10  Jk(at,b+) Jk(atd,b+3)  94/47 Jk(at+b+) Jk(a+4,b+2)
94/11  Jk(a- ,b+) Tk(a- ,b+3) 94/48  Jk(a- b+) Jk(a- ,b+3)
94/12  Jk(at+,b+) Jk(at4 b+3)  94/49 Jk(at+b+) Jk(a+4,b+2)
94/13  Jk(a+,b+) Jk(a+d,b+3)  94/50 Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3)
94/14  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/51  Jk(a- b+) Jk(a- b+3)
94/15  Jk(a+,b+) Jk(atd,b+3)  94/52  Jk(at+b+) Jk(a+4,b+2)
94/16  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/53  Jk(a+b -) Jk(at+d,b -)
94/17  Jk(a+b -) Jk(a+db -) 94/54  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+2)
94/18  Jk(at+,b+) Jk(at4,b+2)  94/55 Jk(a- b+) Jk(a- ,b+4)
94/19  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/56  Jk(a+,b+) Jk(a+d,b+3)
9420 Jk(atb -) Jk(a+db -) 94/57  Jk(a- b+) Jk(a- ,b+3)
94121  Jk(a+,b -) Jk(atd,b -) 94/58  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3)
94122 Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/59  Jk(a+b+) Jk(a+4,b+3)
94123 Jk(a+,b+) Jk(a+d,b+2)  94/60 Jk(a+b -) Jk(a+db -)
94124 Jk(a+,b+) Tk(a+d,b+2)  94/61 Jk(a- b+) Jk(a- ,b+d)
94125 Jk(atb -) Tk(atdb -) 94/62  Jk(a- b+) Jk(a- ,b+3)
94126  Jk(a+b -) Jk(atd,b -) 94/63  Jk(a- b+) Jk(a- ,b+3)
9427  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+2) 94/64  Jk(a+b+) JTk(a+4,b+3)
94128 Jk(atb -) Jk(a+db -) 94/65  Jk(a- b+) Jk(a- ,b+4)
94129  Jk(a+,b+) Jk(a+3,b+2)  94/66 Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3)
94/30  Jk(a+b -) Jk(a+d,b -) 94/67  Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+4)
94731  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/68  Jk(a+b+) Jk(a+4,b+3)
94/32  Jk(a+b+) Tk(at+4,b+3) 94/69  Jk(a+,b -) Jk(atdb -)
94/33  Jk(a+b -) Jk(a+db -) 94/70  Jk(a+b+) Jk(a+d,b+4)
94/34  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/71  Jk(a- b+) Jk(a- b+3)
94/35  Jk(a+,b -) Jk(a+3b -) 94172 Jk(a+,b+) Jk(a+4,b+3)
94136 Jk(a+,b+) Jk(at4,b+2)  94/73  Jk(at+b+) Jk(a+4,b+2)
9437  Jk(a- ,b+) Jk(a- ,b+3) 94/74  Jk(a+b+) Jk(a+4,b+2)
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Caligilan 74 kan 6rneginde, mikroplate ve jel test yontemi ile aym Kidd fenotipleri
saptanmugtir.

74 kan 6meginde mikroplate, 63 kan 6rneginde jel test yontemiyle yapilan Duffy
antijenlerinin fenotiplendirilmesinde elde edilen bulgular Tablo V'te gosterilmistir.

TABLO V. Mikroplate ile 74, Jel Test ile 63 kan 6rneginde saptanan Duffy fenotipleri.

Prot. Mikroplate Jel Test Prot. Mikroplate Jel Test

No No

94/1  Fy(a- b+H) Fy(a- ,b+3) 94/38 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3)
942  Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3) 94/39 Fy(a- ,bt) Fy(a- ,b+3)
94/3  Fy(at+b¥) Fy(at+4,b+4) 94/40  Fy(a+b+) Fy(a+3,b+3)
94/4  Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+4) 94/41 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3)
94/5  Fy(atb+) Fy(a+3,b+3) 94/42  Fy(a+,b+) Fy(a+3,b+3)
94/6  Fy(at+b+) Fy(a+4,b+4) 94/43  Fy(a+,b+) Fy(a+3,b+3)
94/7  Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3) 94/44  Fy(a- ,bt) Fy(a- ,b+3)
94/8 Fy(at+b -) Fy(a+3,b -) 94/45  Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+4)
94/9  Fy(atb -) Fy(at3,)b -) 94/46 Fy(atb -) Fy(a+3,b -)
94/10 Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3) 94/47 Fy(a+b+) Fy(at+3,b+3)
94/11 Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3) 94/48 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3)
94/12 Fy(at,b+) Fy(a+3,b+3) 94/49 Fy(at,)bt) Fy(a+3,b+2)
94/13 Fy(at+b+) Fy(at+4,b+4) 94/50 Fy(a+b -) Fy(a+3,b -)
94/14 Fy(at+bt) Fy(a+3,b+3) 94/51 Fy(a+b -) Fy(a+4,b -)
94/15 Fy(a+b -) Fy(a+3,b -) 94/52 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3)
94/16 Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3) 94/53  Fy(a+b+) Fy(a+3,b+2)
94/17 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3) 94/54 Fy(a- ,bt) Fy(a- ,b+3)
94/18 Fy(at+b+) Fy(a+2,b+3) 94/55 Fy(a+,bt) Fy(a+4,b+3)
94/19 Fy(atbt) Fy(at+3,b+2) 94/56  Fy(atb+) Fy(a+3,b+3)
94/20 Fy(at+)bt) Fy(at+2,b+2) 94/57 Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3)
94/21 Fy(atbt) Fy(a+3,b+3) 94/58 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3)
94/22 Fy(a- ,bt+) Fy(a- ,b+3) 94/59  Fy(a+,b+) Fy(a+3,b+3)
94/23  Fy(a+bt) Fy(a+3,b+3) 94/60 Fy(a- ,bt)

94/24 Fy(a+b+) Fy(a+3,b+3) 94/61 Fy(at,bt)

94/25 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+4) 94/62 Fy(atbt)

94/26* Fy(a- ,b+) Fy(a+3,b+3) 94/63  Fy(a- ,b+)

9427 Fy(a- b+ Fy(a- ,b+3) 94/64 Fy(atbt)

94128 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3) 94/65 Fy(a+b+)

94/29 Fy(atbt) Fy(a+3,b+3) 94/66  Fy(a- ,b+)

94/30 Fy(a- ,bt+) Fy(a- ,b+3) 94/67 Fy(at+b+)

94/31 Fy(at,b+) Fy(a+3,b+3) 94/68 Fy(at+b+)

94/32 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+3) 94/69 Fy(a- ,b+)

94/33  Fy(at+,b+) Fy(at+3,b+4) 94/70  Fy(at+b+)

94/34 Fy(a+b+) Fy(a+3,b+3) 94/71  Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3)
94/35 Fy(a- ,b+) Fy(a- ,b+4) 94/72  Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3)
94/36 Fy(at,b -) Fy(at3)b -) 94/73  Fy(a+b+) Fy(a+3,b+3)
94/37 Fy(at+bt) Fy(a+3,b+3) 94/74  Fy(at+b+) Fy(a+3,b+3)

*Mikroplate ve Jel Test yontemiyle Duffy fenotiplerinde farklilik saptanan kan o6rnegi.
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Her iki yontemle galigilan 63 kan 6rneginden 62'sinde saptanan fenotipler aym
iken, orneklerden birinde farkhi fenotip saptanmigtir. Her iki yontemle farkl fenotip
gozlenen bu kan 6megi (94/26 protokol nolu kan) mikroplate yonteminde, 1/2 'lik
antiserum diliisyonunda ve tam antiserum ile Fy(a-) fenotipinde bulunmugtur. Jel Test
Yontemi ile yapilan galigmada 6rnek kanin Fy(a+3) fenotipinde oldugu saptanmigtir. Jel
Test ile yapilan ikinci ¢aliyjmada da sonug yine Fy(a+3) olarak saptanmigtir. $ekil 12, 13

ve 14'de 94/26 protokol nolu kan 6meginde saptanan sonuglar gosterilmistir.

Sekil 12. 94/26 prot. nolu 6rnegin mikroplate yontemi ile yapilan 1. galiyma sonucu.
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Sekil 13. 94/26 protokol nolu 6rmegin mikroplate yontemi ile yapilan 2. ¢aligma sonucu.

Sekil 14. 94/26 protokol nolu 6rnegin Jel Test ile yapilan 1. ve 2. ¢aligma sonucu.
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74 kan 6rneginde Mikroplate ve Jel Test yontemiyle yapilan Lutheran antijenlerinin
fenotiplendirilmesinde elde edilen bulgular Tablo VI'da gosterilmistir.

TABLO VI 74 kan 6meginde Mikroplate ve Jel Test yontemi ile saptanan Lutheran

fenotipleri.

Prot.
No
94/1
9412
9473
94/4
94/5
94/6
94/7
94/8
94/9
94/10
94/11
94/12
94/13
94/14
94/15
94/16
94/17
94/18
94/19
94120
94/21
94122
94/23
94/24
94/25
94126
94/27
94/28
94/29
94/30
94131
94/32
94/33
94/34
94135
94/36
94/37

Mikroplate

Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,bt+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a+b -)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+H)
Lu(a- ,bt)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,bt)
Lu(a- ,b+H)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,bt+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,bt)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,bb)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)
Lu(a- ,b+)

Jel Test

Lu(a-
Lu(a-
Lu(a-
Lu(a-
Lu(a-
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a+2,b -)
Lu(a-' ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)

b+2)
,b+3)
b+3)
b+3)
1)

Prot.
No
94/38
94/39
94/40
94/41
94/42
94/43
94/44
94/45
94/46
94/47
94/48
94/49
94/50
94/51
94/52
94/53
94/54
94/55
94/56
94/57
94/58
94/59
94/60
94/61
94/62
94/63
94/64
94/65
94/66
94/67
94/68
94/69
94170
94771
94/72
94/73
94/74

Mikroplate Jel Test

Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,bt)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,bt)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)
Lu(a-,b+)

Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+1)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+2)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
Lu(a- ,b+3)
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Cahigilan 74 kan 6rneginde mikroplate ve jel test yontemlerinin her ikisi ile de
saptanan Lutheran fenotipleri aynidir.

Bu ¢alismada ayrica 74 kan 6rneginde mikroplate yontemi ile gosterilen Lewis,
Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran antijenlerinin fenotipik dagihmlan ile bu antijenlere
rastlanma sikh1 hesaplanmigtir. Bu sonuglar sirasiyla Tablo VII, VIII, IX, X, XI, XII,
XIII, XIV, XV ve XVI'da gosterilmigtir.

Mikroplate yontemiyle 74 kan 6meginde saptanan Lewis fenotipik dagilimi ile bu
antijenlere rastlanma sikhig1 sirasiyla Tablo VII ve VIII'de gosterilmistir.

Tablo VII Mikroplate yontemi ile galigilan 74 Kan 6meginde saptanan Lewis
fenotip dagilimlar.

* Fenotipler Kigi sayisi %

Le(a-b-) 17 23.00
Le(a-b+) 38 51.50
Le(a+b-) 18 24.41
Le(atb+t) 1 1.09

Tablo VIII Mikroplate yontemi ile ¢aligilan 74 kan 6rneginde Lewis antijenlerine

rastlanma sikhig.

Lewis antijenleri %
Le* 25.67
Le® 52.83

Mikroplate yontemi ile 74 kan 6rneginde saptanan Kell antijenlerinin fenotipik
dagilim1 ve bu antijenlere rastlanma siklig1 sirastyla Tablo IX ve Tablo X'da gosterilmigtir.
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Tablo IX. Mikroplate yontemi ile ¢aligilan 74 kan 6rneginde Kell antijenlerinin fenotip

oranlari.
Kell fenotipleri Kigi sayisi %
K-k- 0 0.00
K-k+ 72 97.30
K+k- 0 0.00
K+k+ 2 2.70

Tablo X. Mikroplate yontemi ile ¢aligilan 74 kan 6meginde, Kell antijenlerine rastlanma
siklig1.

Kell antijenleri %
K 2.70
k 100.00

Mikroplate yontemi ile 74 kan 6rneginde saptanan Kidd antijenlerinin fenotipik
dagihm ve bu antijenlere rastlanma siklif1 sirasiyla Tablo XI ve XII'de gosterilmistir.

Tablo XI Mikroplate yontemiyle 74 kan 6érmeginde saptanan Kidd fenotip oranlari.

Kidd fenotipleri Kisi Sayist %
Jk(a-b-) 0 0.00
Jk(a-b+) 20 28.30
Jk(a+b-) 20 28.30
Jk(at+b+) 34 43.40
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Tablo XII. Mikroplate y6ntemiyle galigilan 74 kan 6meginde Kidd antijenlerine

rastlanma siklif.

Kidd antijenleri %
Jk® - 73.00
Jkb 73.00

Mikroplate yontemi ile 74 kan 6reginde saptanan Duffy antijenlerinin fenotipik

dagilimi ve bu antijenlere rastlanma siklig1 sirasiyla Tablo XIII ve XIV'te gosterilmigtir.

Tablo XIIl. Mikroplate ydntemi ile ¢aligilan 74 kan orneginde saptanan Duffy

fenotip oranlan.

Duffy fenotipleri Kisi sayisi
Fy(a-b-) 0
Fy(a-bt) 25
Fy(atb-) 9
Fy(a+b+) 40

%
0.00
33.30
1.20
66.50

Tablo XIV. Mikroplate yontemi ile galisilan 74 kan 6rneginde Duffy antijenlerine

rastlanma siklig1.

Duffy antijenleri %
Fy* 66.21
Fy’ 87.83
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Mikroplate yontemiyle 74 kan 6rmeginde saptanan Lutheran antijenlerinin fenotipik
dagilmi ile bu antijenlere rastlanma siklif1 sirasiyla Tablo XV ve Tablo XVI'da
goOsterilmigtir,

Tablo XV. Mikroplate yontemiyle 74 kan 6rneginde saptanan Lutheran fenotip

oranlari.
Lutheran fenotipleri Kigi sayis %
Lu(a-b-) 0 0.00
Lu(a-b+) 73 99.00
Lu(a+b-) 1 1.00
Lu(at+bt) 0 0.00

Tablo XVI Mikroplate yontemiyle 74 kan Orneginde Lutheran antijenlerine

rastlanma siklig,

Lutheran antijenleri %
Luv* 1.00 .
Lu® 99.00
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5. TARTISMA ve SONUC

Yontem kargilagtirmalan, yontemler arasinda amaca uygun kullamlabilecek en iyi
yontemi belirlemeye yonelik olarak yapilmaktadir. Geligmis iilkeler yontemlerin hassasiyet
ve spesifikligini belirleyebilmek amaciyla, farkh iilkelere ve bolgelere génderilen deney
materyalleri ile yapilan galigmalan degerlendirmekte, boylece y6ntemin hassasiyetini ve
spesifiklifini daha objektif bir gsekilde degerlendirmeye ¢aligmaktadir. Béyle bir
degerlendirmede, hatalarin teknik hatalardan ¢ok, kigisel hatalardan kaynaklandig:
belirtilmektedir. Bu hatalarin gogunlugunun okuma hatasi oldugu, bir kisminin ise
tiiplerin yer degistirmesi, yanlig kayit ve etiketleme hatas1 oldugu bildirilmektedir. Bu tiir
galigmalarin gogu kan bankalarinin giinliikk ¢ahigmalariyla ilgilidir. Kaynaklarda; yapilan
¢aligmalarda teknik hata oraninin majér kan grubu antijenleri i¢in % 4'e kadar ulagtifa
bildirilmektedir. Uzerirde cahstiimiz zayif antijenlerle ilgili bu tiir bir ¢aligmaya
kaynaklarda rastlanmamistir(6,18,25,70).

Adli Seroloji laboratuvarlarinda fenotiplendirmede yapilan bir hata, paternite ve
kimliklendirmede suglu bir kiginin sugsuz, sugsuz bir kiginin suglu sayilabilmesine neden
olacaktir, Bu g6z Oniinde bulundurulduunda, Adli Seroloji laboratuvarinda
fenotiplendirme igin segilecek yontemin hassas, giivenilir ve hata payim1 tamamen ortadan
kaldiracak &zellikte olmas: gerekmektedir. Diger taraftan, bu laboratuvarlarin gahigacagi
materyaller ¢ogunlukla az miktarda ve bazende istenmeyen kogullarda alinmig, saklanmag,
ambalajlanmig yada taginmig olmaktadir. Bunun yaninda elde edilen sonuglarin delil olarak
saklanmaya uygun 6zellikte olmasi da avantaj olacaktir. Hassasiyet ve spesifiklikleri yani
sira fotograf ve benzeri yéntemlerle saglikli goriintiilenebilme 6zelligi oldugu ileri siiriilen
mikroplate ve jel test yontemleri bu nedenle ¢alijmada yontem olarak
secilmigtir(11,20,24,30).

Adli agidan kisisel kaynakl hatalarin ortadan kaldirilma zorunlulugu goz éniinde
bulunduruldugunda, jel test yonteminin mikroplate yoéntemine gére daha avantajli oldugu

gbriilmiigtiir. Bu yontemde her bir antijen sistemi igin ayn ayn hazirlanmig olan ID-
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kartlara sadece eritrosit siispansiyonu hazirlanarak ilave edilmektedir. Ancak iiretilen
kartlarin Kkalite kontrollerinin saglikli yapilmasi ve kartlarin kullamm siirelerinde
kullamlmas: giivenirlifin artmasinda énemli bir nokta olacaktir.

Antiserum {ireten firmalarca kan 6meklerinin farkl1 antikoagiilanlar ile pithtilagmasi
Onlenerek 28 giine kadar kullamlabilecegi belirtilmektedir. Bununla beraber yapilan gegitli
caligmalarda kan Orneklerinin taze olarak kullanilmasi Snerilmekte, érneklerin 12 saat
icinde g¢ahgilamayacafi durumlarda +4°C'de saklanmasiin uygun olacaft
belirtilmektedir(20,70).

Bu gahigmada bekletilmekten kaynaklanabilecek olan kontaminasyon ve benzeri
etkilerle antijenik aktivite degisikliini tamamen ortadan kaldirmak amaciyla 6rnekler
bekletilmeden g¢aligiimigtir.

Kaynaklarda 'yikanmamis eritrosit kullammmn yanlis pozitif sonuglara neden
olabilecegi belirtilerek, artefaktlan ortadan kaldirmak amaciyla eritrositlerin yikanarak
kullanilmas1 6nerilmektedir. Bu nedenle Jel test yonteminde iiretici firma tarafindan
yikanmamag eritrosit hiicrelerinin kullanilabilecegi belirtilmis oldugu halde, bu ¢aligmada
yikanmig eritrositler kullanilmigtir(17,60).

Bu ¢aliyjmada mikroplate ve jel test yontemiyle Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve
Lutheran olmak iizere 5 antijen sisteminin major antijenlerinden bazilart galigiimugtir. Tiip
antiserumlan kullamlarak yapilan mikroplate yonteminde, deney klasik tiip yonteminde
belirtildigi gibi yapilmakla birlikte, reaksiyonlar tiip yerine mikroplate kuyucuklarinda
gercgeklestirilmigtir. Boylece birgok tiip kullanimi yerine bir tek mikroplate iizerinde birden
fazla reaksiyon gergeklestirilerek, tiiplerin yer degistirmesi gibi karigikliklar 6nlenmigtir.
Bir paternite ¢aligmasinda en az ii¢ kigiden alinacak kan 6rnekleri ile bakilmas1 gereken
antijenler g6z oniinde bulundurulursa, yaklasik 50 tiiple ¢aliymak gerekecektir. Bu tiir bir
¢alismada karigiklik ve teknik basamak hatasini 6nlemek daha zor olacaktir. Bu problem
mikroplate kullanarak en aza indirilmis olmaktadir,

Antiserumlarin sulandirilmasi maliyetin diigiiriilmesi agisindan 6nem kazanmaktadir.
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Bu amagla kaynaklarda 6nerilen sulandinicilar SF ve BSA'dir. Bu ¢aligmada antiserumlarin
sulandirilarak kullamilabilirligini araghrmak amaciyla tiip antiserumlan 1/2, 1/4 ve 1/8
oranlarinda SF ve BSA ile sulandirilmigtir. Antiserumlarin hem SF hem de BSA ile 1/4
ve 1/8 oranlarinda sulandinldidi kuyucuklarda aggliitinasyonlar ayirt edilememigtir.
Antiserumlarin 1/2 oraninda SF ve BSA ile sulandirildig1 ¢aligmalarda SF veya BSA ile
sulandirmanin aggliitinasyonlarin degerlendirilmesinde bir farklhilik yaratmadig1 izlenmigtir.
Bu nedenle sulandirma amaciyla maliyet agisindan daha uygun olan SF ile galigmaya
devam edilmigtir. Ancak deneyler ornek sayisi artirilarak siirdiiriildiigiinde; Lewis
antijenlerinin gosterilebilmesi ig¢in 1/2 oraninda SF ile sulandirilan antiserumlann,
aggliitinasyonlarin ayird edilebilmesi agisindan yetersiz oldugu belirlenmistir(20,70).

Mikroplate yéntemi ile Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran antijenlerinin gésterilmesinde
ilk 20 rnekte tam ve '1/2 oraninda SF ile sulandinilan antiserum kullanilarak yapilan
caligmada aggliitinasyonlarin degerlendirilebilmesi agisindan fenotipik bir farkliliin
saptanmamasi sebebiyle 54 kan 6megi 1/2 oraminda SF ile sulandinlarak ¢alisilmistir,

Mikroplate'te yapilan deneylerde, ¢alisilan zayif antijenlerin ¢iplak gozle elde edilen
sonuglan, bu mikroplateden gekilen fotograflarda gosterilememistir. Bu 6zellik nedeniyle
zayif antijenik gruplann fotograflanarak saklanmasinin mikroplate yonteminde basarili
olamayacagi kanisina vanlmigtir, Bu yontemin ileri siiriilen iyi goriintiillenebilme
6zelliginin belki de baz1 6zel 1giklandirma sistemleri gelistirilerek gergeklegtirilebilecegi
diigiiniilmiigtiir.

Jel testte galigilan ID-kartlarin fotograflan baganli sonuglar vermis ve bu yéntemin
saklanabilir delil igin yararh olacag: diisiiniilmiigtiir.

94/16 protokol nolu kan &meginde mikroplate yontemi ile Le(at) fenotipi
saptanirken, jel test yoénteminde Le(a-) fenotipi saptanmigtir. Bununla birlikte; 94/26
protokol nolu kan &rneginde Fy® antijeni mikroplate yéntemi ile negatif bulunurken, jel
test yontemi ile yapilan galigmada Fy(a+3) olarak saptanmigtir. Deneyler her iki yontemle

tekrarlandifinda sonuglar yine aym sekilde elde edilmigtir. Bu iki farkli sonug eritrosit
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antijenlerinin Adli Serolojide gosterilmesi agisindan tek bir yontemin yetersiz kaldigin,
galigmalarin en az iki farkli yontemle yapilmasmin gerekliligi konusunu bir kez daha
vurgulamamiza neden olmustur.

Mikroplate yontemiyle saptanan Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran
antijenlerinin fenotipik dagilimlan ile kaynaklarda beyazlarda saptandig: bildirilen siklik
karsilagtinldiginda farkhibik saptanmigtir. Bu farkliliin yéresel bir 6zelligi yansittifi
ditgiiniilmiigtiir(31). Bu sonuglar sirasiyla Tablo XVII'de gésterilmigtir.

Tablo XVIL Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran fenotiplerinin ¢alisma sonuglan ve
kaynaklarda belirtilen sonuglar(31).

Kan Gruplan " Fenotipler Caligma Sonuglar(%)  Kaynaklar(%)

Lewis Le(a-b-) 23.00 5
Le(a-b+) 51.50 75
Le(atb-) 2441 20
Le(a+b+) 1.09 -
Kell K-k- 0.00 -
K+k- 0.00
K+k+ 2.70 8
K-k+ 97.30 92
Kidd Jk(a-b-) 0.00 -
Jk(a-b+) 28.30 24
Tk(a+b-) 28.30 26
Jk(atbt) 43.40 50
Duffy Fy(a-b-) 0.00: -
Fy(a-b+) 33.30 33
Fy(a+b-) 1.20 20
Fy(at+b+) 66.50 9
Lutheran Lu(a-b-) 0.00 -
Lu(a-b+) 99.00 92
Lu(at+b-) 1.00 2
Lu(a+b+) 0.00 -
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Geligmis iilkelerin Adli Seroloji laboratuvarlarinda kimliklendirme ve paternite
saptamada ¢esitli polimorfik enzim ve proteinler aragtinlmakla birlikte DNA analizleri de
yapilmaktadir. Ulkemizde ise bu galigmalar heniiz deneysel asamadadir. Bu nedenle Adli
Seroloji laboratuvarimizda en azindan antijenlerin gosterilmesinde daha spesifik ve hassas

hemaggliitinasyon yontemlerinin kullanilmas1 gerektigi goriisiindeyiz.
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6. OZET

Adli Serolojide eritrosit antijenlerinden biyolojik sivilar ile bunlara ait leke ve
artiklarin kimliklendirilmesinde ve paternite saptanmasinda yararlanilmaktadir.

Bu amagla eritrosit antijenleri lam, tiip gibi klasik yontemlerin yam sira mikroplate
ve jel test yontemleri gibi yeni yontemlerle gdsterilmektedir. Klasik ySntemlerle bazi
eritrosit antijenlerinin gésterilmesi gii¢ olmaktadir. Bu nedenle yeni y6ntemlerin klasik
ybéntemlere gore bir takim avantajlari bulunmaktadir. Bu yéntemlerin spesifik, hassas,
goriintiilenebilir 6zellikte olmalarinin yaninda; zayif antijenik 6zellikte olan baz eritrosit
antijenlerini g6sterebilmesi gibi iistiinliikleri bildirilmektedir.

Bu ¢aligmada taze kanda Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran eritrosit antijenleri
mikroplate ve jel test ydntemleri ile fenotiplendirilerek, bu yontemlerin Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dalinin kurulug agamasinda olan Adli
Seroloji Laboratuvarinda galigilabilirligi aragtinlmigtir.

Bu ¢aligmada 74 kigiden alinan taze kan 6rnegi kullanilarak, Lewis, Kell, Kidd,
Duffy ve Lutheran eritrosit antijenleri mikroplate ve jel test yontemi ile
fenotiplendirilmigtir. Yapilan tiip antiserumu sulandirmas:1 ile ilgili deney sonuglan
tartigilmigtir. Bu galigmada ayrica, 74 kan 6meginde elde edilen Lewis, Kell, Kidd, Duffy,
Lutheran fenotiplerine rastlanma siklifi kaynaklarda belirtilen rastlanma sikliklan ile
kargilagtinlarak tartigilmigtir.
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SUMMARY

Blood group antigens are used in Forensic Serology for identification and
individualization of the blood aﬁd the body fluids and also paternity testing.

The classical hemagglutination methods such as tube and slide methods are used
to demonstrate erythrocyte antigens. These classic methods are insufficient to demonstrate
some weak antigens. Some new microtyping methods such as microplate and gel test
methods are preferred because of their some advantages.

Materials of this study are composed of 74 fresh blood samples taken from donors.
In this study, Lewis, Kell, Kidd, Duffy and Lutheran antigens are phenotyped by using
microplate and gel test methods. Tube antiseras are also studied to evaluate to convenient
dilutions for microplate' methods.

Obtained results showed that 1/2 diluted tube antiseras with SF convenient for
microplate methods to detect all weak antigens except Lewis antigens.

The revealed phenotypic frequencies of Lewis, Kell, Kidd, Duffy and Lutheran

antigens are compared with the literatures.
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