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OZET

Yanasik M. Kan merkezine basvuran bagiscilarda RhD genotiplerinin dagilimi. Istanbul
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.
2018

RhD antijeni hemolitik transfiizyon reaksiyonlart (HTR) ve yenidoganin
hemolitik hastaligi (YDHH) gelisimindeki rolii nedeniyle transfiizyon tibb1 pratiginde
onemli bir yer tutmaktadir. Bu calismanin amaci zayif serolojik fenotipteki kan
bagiscilarinin Polimerize Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle varyant D genotip
dagilimin1 belirlemektir. Calisma, 01.01.2011-01.02.2017 yillar1 arasinda Istanbul
Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Kan Merkezi’ne kan bagis1 i¢in bagvuran yaslari 20 -
52 (ortanca 35) arasinda degisen 6 kadin, 61 erkek toplam 67 standart saglikli kan
bagiscisinda yapilmistir. Kan bagiscilarinin jel santrifiigasyon/kolon aggliitinasyon
yontemi ile ABO-D kan grubu tayini yapilmis ve +4 siddetinden zayif reaksiyon veren
veya D negatif olarak saptanan tiim vericiler farkli antikorlarla hem direkt test hem
(IAT) ile zayif D dogrulama testleriyle RhD yoniinden test edilmis; ayrica RhCE
fenotiplemeleri yapilmistir. Tiim vericilerin PZR testi ile varyant D genotipleri
arastirilmistir. Kan merkezi bagis¢ilarinin % 84,77’°si RhD pozitif iken % 15,11°1 RhD
negatif fenotipinde oldugu ve serolojik zayif D ekspresyonu % 0,12 olarak saptanmuistir.
Calisma grubundaki 67 kisinin %68,7’sinde zayif D ve %22,4’iinde parsiyel D genotipi
izlenmis; 6 (%8,9) bagis¢1 tanimlanamamistir. Calismamizda zayif D Tip 15 (%26,9),
Tip 11 (%14,9), Tip 1 (%13,4), Tip 2 (%9,0), Tip 3 (%3,0) ve Tip 5 (%1,5), DFR
(%14,9, ) DVa (%4,5), DVI tip 3 (%1,5) ve DAU (0,1,2,3) (%]1,5) varhig: tespit
edilmistir. Calismamizda tespit edilen DFR (n=10), zayif D Tip 2 (n=6) ve zayif D Tip
5 (n=1) varyantlar1 tilkemizdeki ilk genotipik olgulardir. Sonug¢ olarak zayif D / parsiyel
D genotip dagilimi agisindan calismamizda elde edilen verilerle beyaz irktaki literatiir
bilgileriyle farklilik, Zayif D genotiplerin parsiyel D genotiplere oranla daha fazla
gbzlenmesi bakimindan da benzerlik bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kan donoérleri, zayif D, varyant D, parsiyel D, molekiiler RhD tayini

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 40636
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ABSTRACT

Yanasik M. Distribution of RhD genotypes in blood center donors. Istanbul University,
Institute of Health Sciences, Department of Medical Biology, PhD thesis. Istanbul.
2018.

Rh antigen plays an important role in the practice of transfusion medicine due
to its role in hemolytic transfusion reactions (HTR) and hemolytic disease of newborn
(HDN) development. The aim of this study was to determine the variant D genotypes
distribution by PCR method of serological weak D phenotypes in blood donors. In this
study, blood samples of 67 (6 female - 61 male) healthy blood donors between the ages
of 20 — 52 ( median 35) who were admitted to Istanbul University, Istanbul Medical
School Hospital Blood Center for blood donation between 01.01.2011 and 01.02.2017
were investigated. Major and RhD group blood phenotyping were performed on all
donors in this study with gel centrigation/column agglutination method and red blood
cells which were RhD negative or intensity of the antigen — antibody reaction less than
+4 were analysed for the weak D phenotype with indirect anti-globulin test (IAT). Also
RhCE phenotyping performed. Variant D genotypes were investigated by PCR test of
all donors. It was observed a frequency of 84.77% of the blood donors as RhD positive
and 15.11% as RhD negative phenotype and serologically weak D expression was found
0.12%. 68.7% had weak D and 22.4% partial D genotype of 67 donors. Six cases (8.9%)
were not identifiable. In our study, weak D Type 15 (26.9%), Type 11 (14.9%), Type 1
(13.4%), Type 2 (9.0%), Type 3 (3.0%), Type 5 (1.5%), DFR (14.9% ) DVa (4.5%),
DVI-3 (1.5%) ve DAU(0,1,2,3) (1.5%) genotypes were found. Partial DFR (n=10),
weak Type 2 (n=6) and Type 5 (n=1) variants detected in our study are the first
genotypic occurrences in our country. Consequently our results about distribution of
variant D genotypes showed differences with studies on Caucasian people and weak D

genotypes was observed more than partial D genotypes as in Caucasian people.

Key Words: Blood donors, weak D, variant D, partial D, molecular RhD typing
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1. GIRIS VE AMAC

Transfiizyon tibbinin en korkulan yan etkilerinden birinin hemolitik transfiizyon
reaksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Akut veya ge¢ evrede agiga c¢ikan bu
reaksiyonlardan alict serumunda bulunan ve dondriin eritrositleri {izerindeki
antijenlerden bir veya daha fazlasina karsi gelisen antikorlar sorumlu tutulmaktadir [1] .
Transfiizyon sonrasi gelisen hemolitik reaksiyonlarin klinik siddeti ve 6nemi antijenin
eritrositlerdeki ekspresyon miktari, alicidaki antikorun tipi ve titresi, antikorun
reaksiyon gosterdigi optimum 1s1, kompleman sistemini aktive etme yetenegi gibi cesitli
faktorler tarafindan belirlenmektedir. Hemolitik transfiizyon reaksiyonuna yol agan
antikorlarin bir kismi herhangi bir eritrosit antijeni ile karsilasmaksizin dogal olarak
dogumdan birkac ay sonra kisilerin serumunda olusurken (Or: anti-A ve anti B) bir grup
antikorun olusmas: icin kisinin kendinde bulunmayan eritrosit antijenleri (Or. Rh
antijenlerine kars1 gelisen antikorlar) ile uyarilmasi (transfiizyon, gebelik vb.)
gerekmektedir [2]. Transfiizyon pratiginde birinci grup antikorlara dogal veya izo-
antikor, ikinci grup antikorlara ise allo-antikor denmektedir. Alicilarda hemolitik
transflizyon reaksiyonu yapma potansiyeli en yiiksek olan antijen ve antikorlar ABO ve
Rh kan sistemine aittir. Rh sistemi iginde 6zellikle D antijeni sik goriiliisii ve antijenik
ozelliginin belirgin olmasi nedeni ile hemolitik transfiizyon reaksiyonlar1 agisindan
yiksek risk tasidigindan ABO sistemi antijenleri ile birlikte “major kan grubu
antijenleri” i¢inde yer almaktadir ve transfiizyon uygulamalar1 sirasinda ABO ve D
tiplendirmesi rutin olarak yapilmaktadir. Ayrica transfiizyon pratiginde hemolitik
transflizyon reaksiyonlarina yol acabilen bir¢ok allo-antikor yenidoganin hemolitik
hastaligima (YDHH) da neden olabildiginden klinik agidan 6nem tagimaktadir.

Rh kan grubu sistemi insanda bilinen en polimorfik ve immiinojenik kan grubu
sistemlerinden biridir. Bu sistem i¢inde giinimiizde 50’den fazla antijen yer almasina
ragmen klinik agidan en onemli sayilanlar D, C, ¢, E ve e antijenleridir. Eritrosit
tiplendirmesi sirasinda D antijeni yasiyan bireyler Rh pozitif, tasimayanlar ise Rh
negatif olarak adlandirilmaktadir. Bir {inite Rh-pozitif eritrositin Rh negatif alicilara
verilmesinden sonra % 70 oraninda bir allo-antikor olan anti-D gelismektedir. Rh
sisteminin diger antijenleri ise Rh alt gruplar1 olarak adlandirilmaktadir ve bu
antijenlerin negatif kisilere verilmesi ile allo-antikor gelistirme olasiligt % 10’un

altindadir.



Rh kan grup sistemini 1. kromozomun kisa kolu (p34-36) iizerinde bulunan iki RHD
ve RHCE genleri olusturmustur. Bu genler birbirinden 31 ile 35 aminoasit farklilik
gosteren RhD ve RhCcEe proteinlerini kodlarlar. Rh proteinleri 12 transmembran
segmentten, 6 ekstraselliiler ve 5 intraselliiler ilmikten olusan karmasik bir polipeptittir.
Proteinin transmembran segmentindeki aminoasit degisiklikleri antijenik yapinin
bozulmasina ve yeni antijenik boélgelerin olusmasina yol agabilir. RHD genindeki
mutasyonlar varyant D fenotiplerinin olusumuna neden olmaktadir [3]. Varyant D
fenotipler iki ana gruba ayrilmaktadir: D antijeninin tamamiyla ama zayif olarak
eksprese edildigi ‘zayif D’ ve D antijeninin bir kisminin eksprese edildigi hatta eksik
epitop ekspresyonunun gozlendigi ‘parsiyel D’ olarak tanimlanmistir. Bu durumlarda
major kan gruplama sirasinda RhD antijenine rutin kan bankacilig1 testlerinde kullanilan
anti-D antikorlar1 ile bakildigi zaman beklenenden daha zayif siddette ya da negatif
reaksiyon gozlenmektedir. Bu kisiler ‘serolojik zayif D’ olarak adlandirilmaktadir.
Giiniimiizde 105 parsiyel D ve 147 zayif D tipi tanimlanmistir [4, 5].

Zayif D fenotipindeki kisiler D antijeniyle karsilastiklari zaman alloantikor olusumu
gozlenmesi beklenmemektedir. Beyaz irkda en sik gozlenen zayif D tipleri Tip 1, Tip 2
ve Tip 3 olarak (toplamda >%90) [6] gozlenmektedir. Ancak zayif D Tip 4.2 (DAR),
Tip 11, Tip 15 fenotipleri alloanti-D olusturma potansiyelindedirler [5, 7]. Ekstraselliiler
bolge mutasyonlarinin daha ¢ok gozlendigi parsiyel D fenotipleri DII-DVII arasinda
smiflandirilmistir, beyaz irkda en sik DVI (%5) [6] olarak isimlendirilen parsiyel D tipi
gozlenmektedir. Varyant D fenotipinde olan kisiler D antijeni tasiyan eritrositlerle
karsilastiklar1 zaman eksik epitopa karsi alloantikor gelistirebilmektedir. Bu durumun
transflizyon pratigi agisindan onemi su sekildedir: Eger zayif D fenotipini tasiyan kisi
verici ise parsiyel D ekarte edilmedigi i¢in bu kisi de D pozitif olarak yorumlanmasi
gerekmektedir. Aksi durumda aslinda D antijeninin tiim veya bir kisim epitoplarim
tasiyan bu vericiler D negatif olarak yorumlanip bu kisilerin bagisladig: eritrositlerin D
negatif alicilara transfiizyon yapilmasi durumunda bu alicilar immiinize edilmekte ve D
antijenine kars1 alloantikor gelisimine yol acilmaktadir. Eger zayif D fenotipini tasiyan
kisi alict ise ve bu durum o6zellikle parsiyel D fenotipine bagli ise alicinin D negatif
olarak yorumlanmasi gerekmektedir. Cilinkii bu kisilerde eksik olan epitopa karsi
alloantikor gelistirme olasilig1 bulundugu i¢in transfiizyon pratigi acisindan D negatif

eritrosit almalar1 daha yararli olacaktir. Dolayisiyla zayif D tanimi giiniimiizde giderek



gecerliligini kaybetmekte olup, rutin incelemede zayif reaksiyon gdsteren D antijenleri
pratik olarak varyant D kabul edilmektedir.

Giliniimiizde rutin olarak yapilan kan bankaciliginda jel santrifiigasyon / kolon
aggliitinasyon yontemi ile pozitif antijen-antikor reaksiyonlar1 +1 ile +4 arasinda
derecelendirilebilmektedir. D pozitif eritrositler anti-D ile +4 siddetinde reaksiyon
verirler. D eritrositlerin anti-D ile +4 siddeti disindaki pozitif reaksiyonlar1 zayif D
fenotipindeki kisilerin saptanmasini saglamaktadir. Negatif reaksiyon izlenmesi ise
zayif D ve parsiyel D fenotipini ekarte ettirmemektedir. Bu kisilerde reaksiyonun
antihuman globiilin (IAT) ile kuvvetlendirilmesi ile (IAT ile zayif D dogrulama testi)
direkt olarak saptanmayan zayif fenotiplerin goriinlir hale gelmesini saglamaktadir.
Immiinohematolojik testlerle varyant D fenotipi belirlenmekte ancak kesin bir sekilde
tanimlamas1 yapilamadigindan molekiiler testlerle zayif D / parsiyel D genotipinin
belirlenmesi saglanmaktadir.

Bu caligmanin amaci jel santrifiigasyon/kolon agliitinasyon yontemi ile farkli anti-D
antikorlart kullanilarak varyant D fenotipindeki kan bagis¢ilarini belirlemek, bu
bagiscilarin RHCE fenotiplerini ¢alismak, PZR (Polimerize Zincir Reaksiyonu) yontemi
ile zayif D / parsiyel D genotiplerini belirlemek ve zayif D/parsiyel D genotip

dagilimini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kan Grubu Antijenleri

Lipid, karbonhidrat ve proteinlerden olusan eritrosit membrani eritrositlerin
etrafin1 sararak hiicre i¢i ile plazma arasinda bir sinir olusturur. Bu membran eritrosit
hiicresi ile plazma arasindaki iyon ve metabolit dengesini saglar. Hiicre i¢in gerekli
sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlarinin taginmasini saglayan pompalar ve kanallarin
da bulundugu eritrosit membrani eritrositin bikonkav seklini ve yapisal biitiinliigiinii de
korur [1]. Bu islevlerin yani sira eritrosit membrant kan grubu antijenlerini de
barindirmaktadir. Eritrosit kan grubu antijenleri eritrosit dis membranina yerlesmis
polimorfik, nesilden nesile gecen karbonhidrat veya protein yapilardir. Bu antijenlerin
‘yiiksek siklik veya halk antijenleri’ diye bilinenleri insanlarin tiimiiniin eritrositlerinde
bulunurken bazilar1 da ‘diisiik siklik veya 6zel antijenler’ olup eritrosit membraninda
cok nadir ekprese edilirler [8].

Kan grubu antijen ve antikorlarin tespit edebilme kan transfiizyonu pratiginde
giivenligi ve YDHH riski tasiyan hamilelerde uygun yaklagimi bulmay1 saglamistir.
Bazi alicilarda bireyin kendi eritrositlerinde olmayan antijenleri tasiyan eritrositlerin
transfiizyonu bir immiin yanit baslatabilir. Bu nedenle kan grubu antijenleri allojenik
kan transfiizyonlarinda, maternofetal kan grubu uyusmazliklarinda, otoimmiin hemolitik

anemide ve organ nakillerinde 6nemlidir [8, 9].
2.2. Rh Sistemi

Rh sistemi 54 antijeni ve RH1 ile RH61 arasinda numaralandirilmig (Tablo 2-1)
sayisiz fenotipi ile polimorfik kan gruplarindan biridir [10-12]. Rh kan grubu sistemi
transfiizyon pratiginde ABO kan grubu sisteminden sonra ikinci dnemdedir [1]

Bu sistem ilk olarak 1939 yilinda Stetson ve Levine tarafindan eritroblastosis
fetalisli bir bebek diinyaya getiren ve kocasidan yapilan kan transfiizyonu sonrasinda
siddetli hemolitik reaksiyon gosteren bir kadinin serumunda D antijeni diye tanimlanan

bir antijene kars1 olusan antikorlarin (anti-D) gosterilmesi ile tanimlanmistir [13].



Tablo 2-1: Rh sistemi antijenleri

No

RH1
RH2
RH3
RH4
RH5
RH6
RH7
RH8
RH9
RH10
RH11
RH12*
RH17
RH18
RH19
RH20
RH21
RH22
RH23*
RH26
RH27
RH28
RH29
RH30
RH31
RH32
RH33
RH34
RH35
RH36
RH37
RH39
RH40
RH41
RH42
RH43
RH44
RH45
RH46
RH47
RH48
RH49
RH50
RH51
RH52
RH53
RH54
RH55
RH56
RH57
RH58
RH59
RH60
RH61

Sembol

o mOO

CE

DW
c-benzeri
Ce

hrH

Total Rh
Go*

hr®

Hr®

Be?
Evans

Tar

Cce®
Crawford
Nou
Riv
Sec
Dav
JAL
STEM
FPTT
MAR
BARC
JAHK
DAK
LOCR
CENR
CEST
CELO
CEAG
PARG
ceMO

Ozellik

Polimorfik

Polimorfik, c ile antitetik

Polimorfik, e ile antitetik

Polimorfik, C ile antitetik

Polimorfik, E ile antitetik

Polimorfik, ¢ ve e ile ayni genden kodlanir
Polimorfik, C ve e ile ayn1 genden kodlanir
Polimorfik, C* ve MAR ile antitetik

DSA, C* ve MAR ile antitetik

ce® VS+ ile iligkili ama (C) ce® VS+ ile iliskili degil
E varyant ile iligkili DSA

Polimorfik, C veya D oldugunda eksprese olur
YSA; Rhy ve D—de bulunmaz.

YSA; E- e+ hr*-, D--, Rh,,, da bulunmaz.
e varyant

Ce’ V+ ve (C) ce® V- ile iliskili

r° nin C-benzeri antijeni

DSA, ayn1 gen tarafindan kodlanan C ve E
DSA, DV ile iligkili

Varyant c

Polimorfik, ayni gen tarafindan kodlanan ¢ ve E
Varyant VS

YSA, sadece Rhy; da bulunmaz

DSA, DIVa ve DAU-4 ile iligkili

e varyant

DSA, D(C) (e)R"ve DBT ile iliskili
DSA, DHAR ile iliskili

YSA; E- e+ hrB-, D- -, Rh, da bulunmaz
DSA, D (C) (e) ile iliskili

DSA,d(c) (e)ileiliskili

DSA, D.. ve DIVb iliskili

Anti-C benzeri antikor

DSA, DVII iligkili

Ce-benzeri

(C) ce® VS+ V- iliskili

DSA, ceCF, d (C) (e) iliskili

YSA, DIV( C)- ve yaygin fenotiplerde
DSA, DIV( C )- iliskili

YSA, RN, D--, Rhyy hiicrelerde bulunmaz
YSA, D.. ve yaygin fenotiplerde

DSA, D(C)(e)ve D(c)(e)iliskili
DSA, hr®- ve hr®- iliskili

DSA, DFR ve DHAR iligkili

YSA, C" ve C* ile antitetik

DSA, DVI-3, -4 iliskili

DSA, r€ iliskili
DSA;DHH,DOL,RNﬂwhﬁ

DSA, c+ Rh:-26 iligkili

DSA, (C) C" () NR iliskili

YSA,; JEL ile antitetik

YSA, Crawford ile antitetik

YSA, e varyant ile iliskili

DSA

YSA, RHCE*ceMO da bulunmaz.

YSA ve DSA, yiiksek ve diisiik siklikta antijenler *RH 13-16, RH24, RH2S5 kullaniimamaktadir [12].



Stetson ve Levine bunun bilinen ABO, MN ve P kan grubu sistemlerinden farkl:

yeni bir antijen oldugunu gdstermisler ancak isimlendirmemislerdir.

2.2.1. Rh Tarihgesi

Rh tanimlamas: ilk kez 1940’da Landsteiner ve Wiener tarafindan Macaca
mulatta (Macaca rhesus) maymunu eritrositleri ile immiinize edilmis tavsanlarda insan
eritrositlerine kars1 antikor olusmasina neden olan bir antijen i¢in [14, 15] kullanilmustir.
Bu rhesus maymunlarinin eritrositlerini ve ayni zamanda beyaz Amerikalilarin
%85’inin de eritrositlerini agglutine eden antikorlar, anti-Rh diye isimlendirilmistir.
Altmig aile tizerinde yapilan c¢aligmada Rh-pozitifligin dominant karakter olarak
kalitildig1 gésterilmistir [14]. Bulunan bu antijenin Levine tarafindan 1939’da bildirilen
[16] antijenle ayni oldugu; insan ve rhesus maymunlarinin eritrositleri tizerinde Rh
adinda bir ortak faktoriin var oldugu diistiniilmiis ve boylece Rh faktorii ve anti-Rh
antikoru terimleri kullanilmaya baglanmistir.

Fisk ve Foord 1942’lerde [17] insan ve hayvan anti-Rh antikorlar1 arasindaki
farklilig1 ortaya koymus; insan anti-Rh ile belirlenen yeni dogan tiim bebekler ve Rh
pozitif ve Rh negatif olarak tanimlandi ve bu bebeklerin eritrositleri hayvan anti-Rh ile
de pozitif reaksiyon verdigi diisiiniilmiistiir. Insan ve hayvan Rh antikorlarinin aym
insanda ayn1 antijen ile reaksiyon vermedigi ancak 20 yil sonra anlagilmistir. Insan
antikorlar1 tarafindan taniman Rh antijenlerinin ad1 degismemis ve Levine hayvan anti-
rhesus antikoru ile reaksiyon veren bu antijene kasiflerinin onuruna Landsteiner ve
Wiener LW admi vermistir [18]. Bu iki antijenin farkli oldugu anlasilincaya kadar bu
heteroantikor i¢in anti-LW (kasiflerinin anisina), insan allo-antikoru i¢in anti-D
ifadeleri kullanilmistir.

1943°de Race farkli Rh spesifiteleri yedi allel ile belirlenen olan dort antiserum
[19] ve Wiener alt1 allel ile belirlenen {i¢ farkli antiserum [20] belirlemistir. Giiniimiizde
Rh pozitif (D pozitif) tanimu eritrositlerinde D antijeni olan kisiler i¢in kullanilmaktadir
[21].

Levine ve arkadaslart YDHH na neden olan anne ve fetiis arasinda uyumsuzlugu
gostermiglerdir [22-24]. 1960’11 yillarda bebegi ile Rh uyumsuz bir gebeye dogum
sonrast anti-D immiinglobulin uygulamasiyla primer D immiinizasyonunun kesfi D

antijeninin dnemini daha da artirmigtir.



2.2.2. Major Antijenleri

Transfiizyon ve gebelik sonrasi olugan antikorlarinin heterojenitesi nedeniyle en
kompleks kan grubu sistemlerinden olan Rh sistemi bes yaygin antijeni (D ve non-D
antijenleri olan CcEe) ile elliyi askin sayida yiiksek ve diisiik sikliktaki antijenden
olusur. D antijeni immiinojenitesi nedeniyle sistemin en 6nemli antijenidir ve bireyin
RhD pozitif veya RhD negatif olmasimi belirler. G, ¢, E, C ve e antijenleri de yikici
antikorlarin {iretimini stimiile ettikleri i¢in klinik olarak 6nemli antijenlerdir. Bu
antijenler 6zellikle sensitize olmus hamileler, ¢cok fazla kan transfiizyonuna gereksinim
duyan hastalar (6r: sickle cell anemi) ve nadir bir Rh antijeni tasiyan bireyler igin

onemlidir [20].

2.2.3. Terminoloji

Rh sistemini olusturan genleri ve antijenleri isimlendirmek igin birkag
terminoloji kullanilmaktadir.

Rh kan grubu sisteminin antijenlerini isimlendirme c¢abalar1 Rh sisteminin
biyokimyasal ve genetik yapisin1 biitiiniiyle anlasilmasindan once olmustur.
Kullanilmakta olan farkli terminolojinin ortak amaci Rh sisteminin tiim antijenlerini
isimlendirmektir. Bu terminolojiler sunlardir:

e Fisher-Race terminolojisi
e Wiener terminolojisi
¢ Rosenfield terminolojisi

o Tippett iki lokuslu modeli

Fisher-Race terminolojisinde eritrosit yiizeyindeki Rh antijeninin spesifitesini
belirleyen ii¢ adet birbiriyle baglantili i¢ gen vardir: C/c, E/e ve D yani D bir lokus , C
ve c ikinci bir lokus, E ve e de iiglincii bir lokus tarafindan ebeveynlerden bireye
ge¢mektedir [11]. D, C, c, E, ve ¢ ise bu genlerin ekspresyonu ile olusan antijenik
yapilardir. Bu terminolojide sekiz farkli gen kompleksi veya haploidi bulunmaktadir
(Tablo 2-2). D antijeninin varligr D ile gosterilir fakat lokusda yoklugunda bulunan
ikinci bir gen olmadigindan D antijeninin yoklugu d ile ifade edilir. Bu durumda d
sadece D’nin antijen ve gen olarak yoklugunu gdstermek, D negatif fenotipini belirtmek
ve sonucta ifade karigikligini onlemek i¢in kullanilmaktadir. D kendi lokusunda

nesilden nesile gecen tek gendir.



Wiener terminolojisine gore Rh antijenleri tek bir lokustaki tek bir genin
triintidiirler. Wiener haplotip terimi yerine agglutinojen, Rh antijeni yerine kan
faktorleri deyimini kullanmistir. Wiener terminolojisine gore Rh antijenleri tek bir
lokustaki tek bir genin ¢oklu allelleridir. (R, R? R° vb, Tablo 2-2) iiriiniidiirler R1
tarafindan tretilen agglutinojen en azindan ii¢ kan faktoriinii Rhg, rh” ve hr” (Fisher —
Race terminolojisindeki D, C ve e) eksprese eder [12]. Yenilenmis Wiener
terminolojisinde Rh haplotipi kullanilir. Biiyiikk harf R D antijenini iireten haplotipi
simgeler; kiiciik r ise D’nin olmamasini simgeler. C veye c, E veya e D ile birlikte
oldugunda Ce 1 ile (RY), cE 2 ile (R?), ce 0 ile (R ve CE z ile (R?) ifade edilmektedir.
Kesme isaretleri tek (*) ve ¢ift () olarak CcEe antijenlerini Ce 1°, cE r”’ ve CE r” olarak
gosterir. R ve r terminolojisi bir kromozomdaki bir fenotipin Rh antijenlerinin varligini
anlatmaya yarar. Kisa cizgiler nadir delesyonlarin olmayan antijenlerini géstermek icin

kullanilir. Ornegin D—ifadesi C/c ve E/e yoktur anlamina gelnektedir [25] .

Tablo 2-2: Sekiz Rh haplotipinin ingiliz, Nijerya ve Cin popiilasyonlarindaki sikhg

DCE

(Fisher - Race) Rh-Hr Numerik (Rosenfield) Ingiliz Nijerya Cin

(Weiner)

Rh pozitif

DCe R RH*1,2,-3,-4,5 42 6 73
Dce RO RH*1,-2,-3,4,5 3 59 3
DcE R’ RH*1,-2,3,4,-5 14 12 19
DCE R? RH*1,2,3,-4,-5 <1 0 <1
Rh negatif

dce r RH*-1,-2,-3,4,5 39 20 2
dcE r RH*-1,-2,3,4,-5 1 0 0
dCe r RH*-1,2,-3,-4,5 1 3 2
dCE r RH*-1,2,3,-4,5 0 0 <1

Rosenfield terminolojisinde ise her antijenin bir numarast vardir (Tablo 2-2).
Ormegin D antijeni Rh1, C antijeni Rh2, E antijeni Rh3, ¢ antijeni Rh4, e antijeni Rh5
ifadelerine karsilik gelir. Bu terminolojide D antijenin varlig1 Rh:lile, yoklugu ise Rh:-1

ifade edilir. Fisher — Race terminolojisinde D, Weiner terminolojisinde Rhy iken



Rosenfield terminolojisinde Rh1, Rosenfield terminolojisinde D pozitif fenotip Rh:1 ve
D negatif Rh:-1 olarak ifadelendirilmektedir. Bu fenotipleri iireten alleller sirasiyla R*
ve R olarak tanimlanir. Rosenfield terminolojisi Rh antijenlerinin genetik kontroliine
¢Oziim getirmez. Sozel kullanimi zor olmakla beraber giiniimiizde bilgisayarli veri
sistemlerinde yazim kolaylig1 acisindan tercih edilmektedir [12].
Tippett iki lokuslu modeli [26] 1986’da ortaya atilmis biri D antijenini digeri
CcEe antijenlerini kodlayan yapisal iki Rh genin varligin1 6neren bir modeldir. D
geninin ve CcEe geninin kismi parcalarini igeren fiizyon genleri lireten bu genlerdeki
mutasyonlar ve iki gen arasindaki rekombinasyonlar Rh antijenlerinin anormal
ekspresyonlarinin oldugu nadir Rh fenotiplerin bazilarinin olusumunu agiklar.
Giinlimiizde bu Rosenfield terminolojisi modifiye edilerek tiim kan gruplar i¢in
ISBT (International Society of Blood Transfusion) terminolojisi kullanilmaktadir [12].
Buna gore D:RH1, C:RH2, E:RH3, c:RH4 ve e:RH5’tir. Bir antijenin varligi ve yoklugu
sOyle anlatilir: D varsa Rh;1 yoksa Rh:-1.yaygin Rh fenotipi D+ C+ c+ E- e+ (DCcEe)
RH:1,2,-3, 4, 5 olarak tanimlanir [25]. Son yillarda kullanilan terminolojide antijen, gen
ve proteinler arasinda da farklilasma olmustur. Antijenler D, C, c, E ve e ile gosterilirken
RH genleri biiylik ve italik olarak ifade edilmistir: RHD, RHCE ve RHAG. Alleler ise
geni takiben yildizla gosterilir: RHCE geni alleli RHCE*ce, RHCE*Ce, RHCE*CE. Rh
proteinleri de tagidiklar1 antijenlere gore RhD, RhCE veya tasidiklar spesifik antijenlere
gore Rhce, RhCe, RhcE veya RhCE olarak ifade edilir [25].

2.2.4. Sikhk

Fisher tarafindan ortaya konan CDE terminolojisi ile tanimlanan sekiz farkli Rh
haplotip farkli toplumlarda farkli sikliklar ile izlenmektedir (Tablo 2-2). Haplotip sikligt
Avrupalilarda kiigiik farkliliklar ile gozlenir; Giliney ve Kuzey Avrupalilarda dce daha
diisiik oranda DcE daha yiiksek oranda gozlenir. Afrika’da, Sahra’nin agsagisinda Dce
daha dominant olarak goriilirken, Dogu Asya, Pasifik bolgesi ve Amerika yerlilerinde

D pozitif olmayan haplotipler nadir olarak bulunur veya hi¢ bulunmaz [12].

2.2.5. Biyokimya ve Molekiiler Genetik

Rh antijenleri 1. Kromozomun kisa kolunda bulunan (1p36.11) homolog
yakindan baglantili, zit durumda (5 -RHD-3 -3 -RHCE-5") yerlesmis iki gen tarafindan
kodlanmistir: Her biri 10 ekzondan olusur ve tiim intron ve ekzonlart dahil olmak {izere

%293,8 oraninda sekans benzerligi gosterirler. En dikkat ¢ekici farkliik RHD geninde
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intron 4’teki 600 b¢’lik bir delesyonun olmasidir [1, 2]. Bu genler D antijenini {ireten
RHD ve Cc, Ee (ce, cE, Ce veya CE kombinasyonlarinda) antijenlerini tireten RHCE
genleridir (Sekil 2-1). RHD ve RHCE genlerinin kodladigit RhD (CD240D) ve RhCcEe
(CD240CE) proteinleri yliksek hidrofobik, eritrosit membranini 12 kere gegen

RHD
G+
1 2 3 4 5 ] T L] o 10 1 2 3 4 5 [ il ] 0 10 c
Ro [HHHHHHHH H CHHTHEHEHTHEHEHTHT
C+ 2+
G+ G+
A [HHHHHHHHH] EH HHIHEHTHTHEHTHT ce
C+ e+
C1ew, I60L, 568N, S103P
G+
Rz [HHHHHHHHH CHHTHTHEHTHTHTHTHT <E
c+ E+
AZ26P
G+ G+
R, [HHHHHHHHH] O HHHHEHEHEHTHT e
C+ E+

------------ delesyom—— CHH H H H H H H H ]
Hibrit gen - Parsiyel DVI

1 2 3 4 & L3 T a o 10

BARC antijen

Sekil 2-1: Rh genleri

Yaygin antijen polimorfizmleri ile iliskili degisikliklerin gosterildigi RHD ve RHCE genleri, hibrit bir gen 6rnegi
olan Parsiyel DV, haplotipler (R°, R!, R?, R?). RHD genlerinin kodlayan ekzonlar beyaz renk ile, RHCE genlerini
kodlayan 10 ekzon kirmizi renkle gosterilmistir. Yaygin antijenlerle iligkili aminoasit degisimleri de gosterilmistir;
ornegin RHCE geninin 5. ekzonundaki 226 pozisyondaki Alanin (A) aminoasitinin Prolin (P) ile degisimi (A226P)E+
bir eritrosit olusumu ile sonuglanir. RHD ve RHCE genlerinde ortak ekzon 2 RhCe ve RhD proteinlerindeki G antijen
(G+) ekspresyonunun nedenidir. Rh negatif (D negatif) fenotipin ¢ogunlukla nedeni RHD geni delesyonudur. RHD
ve RHCE genleri arasindaki gen yeniden diizenlenmelerine 6rnek parsiyel D fenotip ve yeni bir Rh antijeni, BARC
olusumudur [25].

glikozillenmemis proteinlerdir (Sekil 2-2). RH genlerinin arasinda, kii¢iik bir membran
proteinini kodlayan bir bagka gen SMP1(TMEMb50A) yer alir. RHD geninin her iki
ucunda, birbirine %98,6 benzerlik gosteren ve RH kutulari olarak isimlendirilen 9 kb’lik
iki bolge bulunur. RhD ve RhCE proteinleri, RHCE alleline bagli olarak, birbirlerinden
31 ve 35 aminoasitlik farklilik gosterirler. Rh antijenleri membrandaki Rh proteinlerinin
konformasyonuna bagimli ve iki veya daha fazla hiicre dis1 dongiileri arasindaki
etkilesimler igerebilir [3, 11, 12, 25].

RHD ve RHCE genleri 417 aminoasitlik protein kodlarlar ve N-terminal

metiyonin olgun proteinlerden Kesilerek uzaklastirilir (Sekil 2-2 ve Sekil 2-3).
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Aminoasit sekanslar1 incelendiginde Rh proteinlerinin her ikisinin de 12 membran gegis
bolgesi ve 6 ekstraselliiler halkalarinin oldugu, N- ve C- terminallerinin sitozolde

(Sekil 2-4) oldugu anlasilmistir [12]. Iki Rh geni 1-7 ekzonlardaki 50-60 aminoasit ve
8-10 ekzonlardaki sonda bulunan 58 rezidii benzerdir (Sekil 2-5).

5: 3! 3' 5.

| c==2 10 1=—>10 <

;h RHD thh SMP1 RHCE
oX utusu o
® _— B {\1 /1
| s
N ! ! N
RhD RhCcEe
5 3 3 5

s ) e
i HHHHHHHHHF

/C/(
i

@ E/e\
i

Sekil 2-2: RHD ve RHCE genleri
Karsit yonde konumlanmis RHD ve RHCE genlerinin 10 ekzonu, Rh kutular1 ve SMP1(TMEMS50A) geni ile alltinda
N- ve C- terminalleri, 12 membran gegis bolgesi ve 6 ekstraselliiler halkasi ve Rh proteinleri gosterilmektedir. C/c ve

E/e polimorfizmleri, RhCcEe proteininin 2. ve 4. (N-terminalinden itibaren) hiicre dig1 halkalarindaki aminoasit
degisiklikleri ile belirlenir. Ustte: D+ haplotip, Altta: D- (delesyon) haplotip [3].

Son yillarda RH lokusunda yapilan ¢alismalarla RHD alleleri Rhesus
veritabaninda [7], RHD ve RHCE alleleri Ulusal Bioteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI;
National Center of Biotechnology Information) insan Kan Grubu Antijeni Mutasyonlari
(BGMUT; The Blood Group Antigen Gene Mutation Database) veri tabaninda [27]
sunulan 275 RHD alleli ve 50 RHCE alleli oldugu bulunmustur [11].

D negatif fenotip (Sekil 2-2) genellikle RhD proteinlerin tamamiyla yoklugunda
ortaya ¢ikar ve bu D antijenine kars1 olusan yiiksek immiinojeniteyi agiklar [11, 12].
RhCE proteinleri nerdeyse tamamiyla daima vardir. Rh antijenleri yapisaldirlar, yani

molekiiliin sekline gdre belirlenirler ve herhangi bir antijenin yapisinda birden fazla
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sayida ekstraselliiler halka yer alabilir. Mebran-ge¢is bolgelerinden birinde meydana
gelebilecek tek bir aminoasit degisikligi gibi kiigiik bir farklilik bile yapisal
degisikliklere neden olarak yeni bir antijen olusumuna veya varolan antijenlerin

ekspresyonunun etkilenmesine yol agabilir [11, 12, 28].

c c
CE _ mSSKYPRSVR RCLPL ALTL EAALILLFYF FTHYDASLED QKGLVASYQV 50
D w

C I s
CE _ GQDLTVMAA GLGFLTS FR RHSWSSVAFN LFMLALGVQW AILLDGFLSQ 100
1 R S e e e

(o -
CE _ FP_GKVVITL FSIRLATMSA MSVLISAGAV LGKVNLAQLV VMVLVEVTAL 150
D I L-———- VD-— ———mmmmmmm mmmmmm
CE GTLRMVISNI FNTDYHMNLR HFYVFAAYFG LTVAWCLPKP LPKGTEDNDQ 200
D N-——mmmmm ——mmm e MM -I-—————-— - §-—mmmmmm - E----K--

E P
CE _ RATIPSLSAM LGALFLWMFW PSVNS,LLRS PIQRKNAMFN TYYALAVSVV 250
D T - - - --F--A ~E-===V -~V
CE TAISGSSLAH PQRKISMTYV HSAVLAGGVA VGTSCHLIPS PWLAMVLGLV 300
D —————— -G ==K == ——— e —————-
CE AGLISIGGAK CLPVCCNRVL GIHHISVMHS IFSLLGLLGE ITYIVLLVLH 350
D  --—-- V---= Y--G--—--- --P-5-I-GY N--—----—- -I--=====D
CE TVWNGNGMIG PQVLLSIGEL SLAIVIALTS GLLTGLLLNL KIWKAPHVAK 400
D L S ettt E--
CE YFDDQVFWKF PHLAVGF 417
D _________________

Sekil 2-3: RhCE ve RhD polipeptitlerinin amino asit sekanslari.

Her iki polipeptitin aminoasitleri ayni oldugu yerler D polipeptiti ¢izgi (-) ile gosterilmistir. N-terminal ucu metiyonin
(1 pozisyondaki m) olgun proteinden kesilerek uzaklastirilmistir. Cc ve Ee polimorfizmi gosterilmektedir [12].

RhD ve RhCE polipeptitleri sirasiyla bes ve alt1 sistein kalintis1 tagirlar. RhCE
polipeptitinin sistein kalintilarinin {i¢ tanesi ve RhD polipeptitinin iki tanesi lipid ¢ift
membraninin sitoplazmik tarafina polipeptit giris noktasindaki Cys-Leu-Pro motiflerini
olusturur ve bu noktalar palmitik asitin baslica baglanma yeri olabilirler. Palmitik asitin
baglanmasinin proteinin ddrdiincli yapisinin stabilizasyonunda etkili olabilecegi
diistintilmektedir [12].

RHCE geni C/c ve E/e antijenlerini kodlar. C ve c antijenleri birbirinden 4
aminoasit ile farklidir. Ekzon 1°deki Cys16Trp ve ekson 2’deki Ile60Leu, Ser68Asn ve
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Ser108Pro aminoasit degisimleri ile bu farklilik olusur. E ve e sadece 5. ekzonda olusan

Pro226Ala tek bir aminoasit degisimi ile olusur [11, 25].

1 Hicre digi
o0
O 0
g 9 2 clc
® © 00 3 4 5
E 5 :. . pe, 5° @
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..... 32 E 53 EV 94 E‘ 107 E‘ 158 s E‘ 90 E'
O ®, O O O ‘ (O
5 o5 55 4 230
57|90 | O '.’j O 1O 262
].... 0| S éo‘ 5 0585
Ao B O -
O VP | = F H | w220
00000 =oull|coudl|S o] 2] Soll| 5% o2l
‘1 72 .... 75 11 ..... 135 1“ 21, ..
O ®,
Q
o ®,
000 w. 2,
®
Hiicre igi
COOH(J 417

Sekil 2-4: RhD ve RhCE polipeptitlerinin membran ici yerlesimi

Membran i¢i halka (12), sitoplazmik N- ve C-terminalleri ve ekstraselliiler kanal (pembe renkli) yapinin gosterildigi
eritrosit membrani icinde RhD ve RhCE polipeptitleri gosterilmistir. Sar1 renkli daireler RhD ve RhCE
polipeptitlerindeki benzer aminoasit kalintilarini, kirmizi renkli daireler farkli olabilecek aminoasit kalinitilarini ifade

etmektedir. Yesil renkli daireler C/c (en énemli C/c isaretlenmistir) ve mavi renkli daireler E/e polimorfizmlerini
gosterir [12].

Ekzon 4

Hiicre ici

Sekil 2-5: Ekzonlar tarafindan kodlanan membran bélgelerinin gosterildigi RhD ve RhCE
polipeptit modeli



14

Genetik yeniden diizenlemeler ve gen konversiyonlart RHD-CE-D ve RHCE-D-
CE hibrit genlerinin olusumuyla varyant Rh fenotiplerinin olusumundan sorumludur [2,
3, 12]. RHD ve RHCE genleri zit konumda yerlesimlidirler ve cis konumda RHD ve
RHCE genleri arasindaki gen konversiyonuyla (Sekil 2-6) hibrit bir gen olusmustur
[12].

3

RHD

Sekil 2-6: Cis konumda RHD ve RHCE arasinda olusan RH gen konversiyon mekanizmasi

Bu o6rnekte RHD geninin 4-6 ekzonlart RHCE geninin ayni ekzonlar ile yer degistirmis ve DVI-2 varyantinda
g6zlenen RHD-CE(4-6)-D geni olusmustur [12].

Rh proteinleri eritrosit membraninda Rh-iliskili glikoprotein (RhAG) olarak
isimlendirilen bir glikoprotein ile yakin iliskide bulunurlar. RhAG 6. kromozom
(6p12.3) tlizerinde bulunan ve RHAG kan grubu sisteminin 3 antijenini eksprese eden
RHAG geni tarafindan iiretilen Rh protein ailesinin bir iyesidir [12]. RhAG(Rh50;
CD241) RhD ve RhCE proteinleri ile %37 oraninda benzerlik oranina sahiptir ve benzer
membran yerlesimini (Sekil 2-7) gosterir [2, 12]. Rh proteinlerinden farkli olarak birinci
ekstraselliiler halkasinda bulunan N-bagli tek bir sekerle glikozillenmis (Sekil 2-8) olan
RhAG, RHAG kan grubu sisteminin (Tablo 2-1) antijenlerini tasir [3]. RHAG geni RH
genleri ile %47 oraninda identiktir ve ayni sekilde 10 ekzondan olusur [2, 12].

Eritrosit membraninda RhAG ve Rh proteinlerinden olugan membran protein
kompleksi Band 3 (AE1), Glikoforin A ve B (GPA, GPB), LW ve CD47’yi de iceren
“band 3/Rh ankrin” membran protein makrokompleksinin bir bilesenini olusturur (Sekil
2-7). Rh proteinlerinin, Band 3, Glikoforin C (GPC), Duffy, Kell ve Xk proteinleri ile
birlikte diger bir protein baglanti kompleksinin parcasin1 (Sekil 2-7) olusturmaktadirlar
[3, 12].
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/ Prepectin
[

Hiicre iskeleti V

Sekil 2-7: Rh proteinlerini iceren iki farkli membran kompleks modeli
RhD, RhCE ve RhAG heterotrimerlerini igerir ve hiicre iskeletinin spektrin matriksine Band 3, protein 4.2 ve ankrin

aracihig ile baglanir. Band 3, RhD ve RhCE proteinlerini igerir ve spektrin-aktin bileskesine glikoforin C (GPC), p55
ve protein 4.1. ile bant 3 ve adducin araciligi ile baglanir [12] .

RhAG polimorfik degildir ve Rh antijeni tasimaz. RhAG herhangi bir Rh
antijeni tasitmamakla birlikte varligi Rh antijenlerinin ekspresyonunda 6nemlidir [2, 3].
RhAG yoklugunda hi¢bir Rh antijeni eksprese edilemez. RhAG proteini RhD ve RhCE
prioteinlerinin membrana yerlesiminde rol oynar ¢iinkii RhAG eksprese edilmediginde
veya mutasyona ugradiginda Rh antijeninin eksprese olmadigi Rhpy veya diisiik
miktarlarda Rh antijeni ekspresyonunun gozlendigi Rhmog fenotipleri ortaya ¢ikmaktadir
[2, 3, 12].

Rh defektli fenotip Rhnyy tipi eritrositler Rh sistemi antijenlerinin higbirini
eksprese etmezler. RHAG geninin homozigot olarak inaktiflestiren mutasyonlar, inaktif
RHCE geni ile birlikte bir RHD geni delesyonunun sonucu olusan Rhy eritrositler

morfolojik ve fonksiyonel olarak anormaldir [3, 12].
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Sekil 2-8: Eritrosit membraninda RhD, RhCE ve RhAG proteinlerinin yerlesimi

RhAG ve Rh proteinleri basit canlilarda amonyak tasiyici proteinlerle sekans
benzerligi gosterirler. Amonyum tasiyici proteini bulunmayan maya hiicreleri diistik
amonyumlu ortamda yeterince ¢ogalamaz. Fakat RHAG -geni transfeksiyonlari
sonrasinda amonyum analoglarinin membran igine tasinmasinda 8-9 kat artis
gozlenirken RHAG geni inaktive edilmis fare eritrositlerinde ise amonyum transportu
ileri derecede bozulmustur. Eritrositlerdeki RhAG ve Rh protein kompleksinin islevi
amonyum transportu olabilir: bdylece eritrositler amonyumu, beyinden karacigere veya

bobreklere, metabolizma ve bosaltim amagl tagimada rol oynuyor olabilirler [3, 12].

Eritrositlerin  temel islevlerinden ikisi, oksijen taginmasi ve eritrosit
sitoplazmasinda bulunan karbonik anhidraz enzimi ile karbondioksitin bikarbonata
dontistiiriilmesidir. Rhyy eritrositlerde membran karbondioksit gegirgenliginin belirgin
derecede azalmis olmasi, RhAG ve Band 3 iceren membran makrokompleksinin,
karbondioksit ve muhtemelen oksijen ic¢in bir gaz degisim kanali olabilecegini
disiindiirmektedir. Band 3 makrokompleksi, karbondioksitin karbonik anhidraza,

oksijenin ise hemoglobine rahatca ulasabildigi ideal bir pozisyonda yerlesmistir [3, 12].
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2.3. D Antijeni (Rh1, Rh%)

D pozitif (D+) ve D negatif (D-) fenotipler Rh pozitif ve Rh negatif olarak
adlandirilir. Avrupali ve Kuzey Amerikali beyaz itk insanlarinin %82’°si ve %88’1 D
pozitif iken siyah irk insanlarimin %95°1 D pozitiftir. D antijeni Dogu Asya’da bazi
toplumlarda %100’e varan oranda gozlenir. Hong Kong’da yasayan Cinlilerde ve
Japonlarda %99,7 oraninda D pozitifligi standart kan gruplama testleri ile saptanmustir.
Ancak D negatif olarak tanimlanan Asya kokenli bireylerin énemli bir oraninda, C
pozitif olan bireylerin tamamina yakin kisminda (%0,3) ¢ok hassas immiinohematolojik
testler ile (adsorbsiyon/eliisyon) ile tespit edilebilen bir varyant D tipi DEL denen ¢ok
zayif bir D antijeni bulunmustur [5, 29] Siyah Afrikalilarda D negatif kisilerin
%67’sinde RHD geni bulunur, ancak RHD psddogeni RHD*Y olarak isimlendirilen bu
inaktif RHD geni D proteinini ve D antijenini iiretemez. Bu RHD psddogeni RHD*¥
olusumunda 4. ekzonun ilk 18 niikleotidi ve 3. intronun son 19 niikleotidi kapsayan 37
b¢’lik duplikasyonu goézlenmistir. Bu duplikasyon bir ¢ergeve degisimi mutasyonuna
neden olabilir ve bu mutasyon sonucu erken bir translasyon stop kodonu olusur. 6.
eksondaki Tyr269 kodonu bir stop kodona doniisiimii ile olusan bir nonsense mutasyonu

da RHD psddogeni RHD *¥ da gozlenmistir [5, 12].

D negatif fenotip eritrosit membranindaki D polipeptitinin bir biitiin olarak
yoklugu ile olusur ve bu polipeptitin yoklugu D antijeninin tiim epitoplarinin
olmamasidir. Bu d antijenin (D antijenine allelik olan bir antijen) neden bulunmadigin
agiklamaktadir [12, 29]. D negatif fenotipin Avrupali insanlarda en yaygin nedeni RHD
geninin homozigot tamamiyla delesyonudur (Sekil 2-9). D pozitif beyaz irk insanlar
RHD geni varligi i¢in ya homozigottur ya da heterozigottur. Ilgili delesyon RHD
geninin iki yaninda bulunan R4 kutular: yapist icinde iki 1463 bglik bolgede olusur.

Beyaz irkda D negatif fenotipe neden olan diger nedenler nadiren gozlenir [12].

D antijeni ekspresyonu yaygin fenotiplerde bile kantitatif olarak degisir, C
varhiginda daha az D eksprese edilir; DcE/DcE hiicreler DCe/DCe hiicrelere kiyasla
anti-D ile daha yiiksek titrasyon degerleri verir [12].
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Sekil 2-9: D pozitif (iistte) ve D negatif (altta) haplotiplerin Rh genlerinin organizasyonu

Kargit yonde konumlanmig RHD 10 ekzonu, homolog iki Rh kutusu ve 5 den 3’ yerlesimde TMEM50A (SMP1) ve
3’ den 5’ yerlesimde RHCE genleri. D- haploidde RHD geninde ve RH kutusunun bir kisminda delesyon vardir [12].

2.4. Varyant D

Cogu insanin D pozitif veya D negatif olmasina ragmen, D antijeninin zay1if veya
kismi eksprese edildigi D varyantlar1 da bulunmaktadir. D antijeninin ¢ogunlukla RHD
geninde olusan mutasyonlar nedeni ile ¢ok sayida varyanti bulunur. D varyantlari iki
gruba ayrilmustir: zayif D (D", kantitatif vayant D) ve parsiyel D (D mozaik, kalitatif
varyant D).

D mozaik; normal D antijeni tiim pargalar1 ile mozaik bir yapi oldugunu ve
varyant fenotiplerin eksik pargalari oldugunu savunan 1960’larda (Tippett ve Sanger;
Wiener ve Unger) ortaya atilmis bir modeldir [5]. D antijeninin mozaik pargalari eksik
olan bir birey normal bir D antijeni ile immiinize olabilir ve eksik olan pargalara kars1
antikor tretebilir. 1980°1i yillarda monoklonal antikorlarin kesfedilmesi ile mozaik
modeli yerini D epitoplart modeline birakmistir. 2001 yilinda varyant D eritrositlerin
farkli monoklonal antikorlar ile karsilastirildigr “4. Uluslararas1 Monoklonal Antikorlar
Workshop” caligtayinda [30] otuz epitop, epD1 ile epD9 aras1 (epD7 harig) belirlenmis
ve yedi epitop bolgesine ait alt gruplar da (epD6.4 gibi) tanimlanmistir. D epitoplari
sadece reaksiyon paternlerini belirler. Reaksiyon paterni, 6zellikle epitoplarin diisiik
affinitesine ve antikor konsantrasyonuna bagl olabilir bu nedenle ayni antikorun farkl
gruplar1 farkli sonuglar iiretebilir. Reaksiyon 1sis1 ve pH gibi diger faktorler de farkli
spesifik reaksiyonlara neden olabilir [12].

Kalitatif varyantlar, birka¢ veya ¢ok sayida epitopun olmadigi, D-benzeri
antikorun tiretme ihtimali olan varyant D tipi olarak anilirlar. Yapilan testler sonucunda

D parsiyel eritrositleri kategorilere ayrilmis ve roma rakami ile numaralandirilmislardir.
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DII ile DVII (DI sonra ¢ikartilmistir) arasinda ve bazi serolojik davraniglarina gore alt
tiplere ayrilmiglardir. Daha ileri analizler, monoklonal antikorlar teknolojisi ve
antijenleri kodlayan genlerin sekanslanmasi sonucu D antijenlerinin tanimlamada
bolluga neden olmustur: DFR, DBT ve DHAT gibi yeni D parsiyel fenotipler
bulunmustur (Tablo 2-3). Bu anti-D ile parsiyel D antijenlerinin reaktivite kuvveti
normal D pozitif hiicrelerden daha zayif (6r. DVI) veya D pozitif hiicrelerle ayni

Tablo 2-3: Alloanti-D iiretimiyle iliskili baz1 D varyant fenotipleri

DIl DFL DWI

DI DFR Zayif D tip 1
DIVa DFV Zayif D tip 2
DIVb DHAR Zayif D tip 4
DV DHMI Zayif D tip 11
DVI DMH Zayif D tip 15
DVII DMI Zayif D tip 21
DAR DNAK Zayif D tip 57
DAU DNB DE--5

DBT DOL DF"-ex 8 del

kuvvette (DIl gibi) olabilir; bazi varyantlarda ise (DVIa) azalmig D antijeni
ekspresyonu gozlenebilir [5]. Tablo 2-4’de gosterilen Diisiik Siklik Antijenleri (DSA)
ile iligkili DIV, DV, DVI alt siniflara ayrilmis ve zamanla DIII, DVII, DFR, DBT,
DAU-5 ve DHAR varyantlari bu siniflara dahil olmustur [5, 12].

Tablo 2-4: Varyant D fenotipleri ile iliskili Rh diisiik siklikta antijenler

D Varyantlan Diisiik Sikhikta Rh Antijenleri
Dl DAK (RH54)

DlVa Go® (RH30)

DIVDb Evans (RH37)

DV, DAU-5 D" (RH23)

DVI BARC (RH52)

DVII Tar (RH40)

DBT RH32

DFR FPTT (RH50)

DHAR RH33, FPTT
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D" tammmini ilk kez Stratton 1946 yilinda bazi anti-D antikorlar1 ile tespit
edilebilen D antijeni i¢in kullanmistir. Bu D antijenleri klasik IgM yapisindaki anti-D
antikorlar1 ile agglutine olmazken indirekt antiglobulin test (IAT) ile IgG yapisindaki
anti-D antikorlar1 ile reaksiyon vermekte idi. D" antijeninin normal D antijeninden
eritrosit hiicresi lizerindeki antijen bdlgesi sayis1 bakimindan farkli olan bir kantitatif D
varyanti oldugu diisiiniilmiistiir. Bir D" antijeni ve anti-D" varligmin olmamasi
nedeniyle 1990’11 yillarda D", zayif D kavramu ile yer degistirmistir [5, 12]. Londra’da
kan bagiscilarinda yapilan bir calismada zayif D antijeni sikli§1 beyaz irkta %0,3 ve
siyah 1rkta %1,7 oraninda bulunmustur [31].

Zayif D fenotipinde, D antijeninin yapisi bozulmamistir ancak D antijeni zayif
olarak eksprese edilir. Tiim D epitoplar1 bulunmaktadir; zayif D bireyler normal bir D
antijeni ile immiinize olduklarinda anti-D antikoru olusturmazlar. Zayif D fenotipine yol
acan aminoasit degisikliklikleri genellikle RhD proteinin membran-ge¢is veya sitozolik
bolgelerinde meydana gelir, membranin dis yiiziinde goriilmez [12]. Parsiyel D fenotipi
D antijeninin kalitatif varyant1 olarak diisiiniiliirse zayif D kantitatif varyanttir. Parsiyel
D fenotipine neden olan aminoasit degisimleri RhD polipeptitinin ekstraselliiler

halkalarinda bulunan aminoasitleri kapsamaktadir [12].

Zay1f D ve parsiyel D terimlerinin ayr1 ayr1 kullanimi transfiizyon gerekliligi ve
anti-D immiinglobulin profilaksisi durumlarinda gereklilik kazanmistir. Ancak tam
anlamiyla tanimlamada etkin degildirler. Ayni ii¢ aminoasit degisimlerine sahip olan ve
alloanti-D bulunan D varyant DAR ve zayif D tip 4.2 farkl olarak isimlendirilmistir.
Proteinin aminoasit sekansii etkilemeyen tek bir sessiz mutasyon farkliligi vardir.
Sonug olarak, fenotipik ve neredeyse genotipik olarak identik olan DAR ve zayif D tip
4.2 fenotipleri parsiyel D ve zayif D olarak farkli siniflara konmustur [5, 12]. Zayif D
tip 4.2 ve zayif D tip 15 fenotipleri zayif D olarak siniflandirilir ancak alloanti-D
olusumunun gozlendigi bu fenotipte hastalar bildirilmistir [2, 32]. Sonugta parsiyel D /
zayif D ayrimi D varyantlar tarif etmekte yetersiz kalmaktadir. Zayif D ve parsiyel D

isimlerinin D varyant gibi tek bir isimle birlestirilmesi daha uygun olacaktir [5].

2.4.1. Varyant D Fenotipinin Olusumu
Halen 1 ile 144 arasinda tanimlanmis tipi olan [7] zayif D fenotiplerinin

olusumunun temel nedeni RhD proteininin hiicre i¢i veya membran i¢inde bulunan
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(Sekil 2-10) aminoasitlerin degisimiyle sonuglanan sayilart 80’1 agkin farkli tek nokta

mutasyonlaridir [2, 5, 9, 11, 29, 33]. Beyaz irkta en yaygin olarak goriilen zayif D tip 1

Zayif D Parsiyel D

hiicre disi

plazma
membrani

hucre igi

Sekil 2-10: Zayif D ve parsiyel D fenotiplerinin yapisal modelleri

genotipi 270. pozisyondaki valin ile glisin aminoaistlerinin degisimi (Sekil 2-11 ) ile
olusur. Avrupa kokenli beyaz irkda yapilan ¢alismada [34] zayif D tip 1, 2 ve 3 birlikte
goriilen tim zayif D genotiplerin %90 nin1 olusturmaktadir [11]. Zayif D 1, 2 ve 3 anti-
D yapma ozelligi olmadig1 i¢cin bu genotipteki kisiler glivenle D negatif eritrosit

alabilirler [29].

Geleneksel kan merkezi testleri ile tespit edilemeyen ancak elusyon /
adsorbsiyon testleri ile tespit edilebilen ¢ok zayif D formu D-elusyon veya Dg_ olarak
isimlendirilmektedir [11]. Her bir eritrosit hiicresinde antijen yogunlugu en fazla 36
olacak sekilde bulunmustur; ¢ogu normal olguda yogunluk 22’den daha azdir. Dogu
Asya’da rutin kan merkezi testleriyle D negatif bulunan olgularin %10-30 oraninda Dg,
oldugu bulunmustur [11, 12, 29] ve bulunan bu Asya kokenli Dg,_ fenotipi olusumundan
mRNA’da 9. ekzonun bulunmamasi [2] ile sonuglanan ekzon 9’daki 3’ niikleotidindeki

sessiz mutasyon (1227G>A, Lys409Lys) sorumludur [5].
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Tip 11(M2951)

Tip 15 (G282D) Tip 9 (A294P)

' Tip 8 (G307R)

D, (Ekzon 9 delesyonu)

" Tip 2 (G385A)

Tip 6 (R1 OQ)§ Tip 10 (W393R)
Tip 3 (S3C

Tip 4 (T201R; F223

Tip 1 Tip 7
(A276P) |/ 270G,  (G339E)

Tip 14 (S182T; Tip16
K198N; T201R) (W220R)

Sekil 2-11: Zayif D fenotiplerin molekiiler temeli

Asya’da gozlenen Dg_ fenotipi anti-D diretimi ile iliskili degildir. Anti-D
antikoru olan 104 hamile Cinli kadinin hi¢birinde Dg; bulunmamistir. D negatif olan ve
gebelik gegirmis 199 Cinli kadinin 44’tinde Dg_ varyant ve anti-D iretimi olmadigi
goriilmiistiir. D negatif kan grubundaki 155 kadinin 38’inde anti-D antikoru tespit
edilmistir [5, 35]. Beyaz irkta en sik gozlenen Dg, alleli Met2951le ( zayif D tip 11) ve
RHD (IVS3+lg>a) mutasyonu sonucu olusmaktadir. Bu RHD (IVS3+1g>a)
mutasyonun goriildiigii 4 olguda da anti-D antikoru tespit edilmis ve bu olgulardan

birinde var olan antikorlarin YDHH’na neden oldugu bildirilmistir [5].
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RHCE genleri
RHD RHCE (ce)
103P 2268A
G 16W
antijeni 18(‘:/\
RHD geninin 2. ekzonu Nokta mutasyonu
1038 226P
Ce [HIH HHHHHHH] cE (HHH HIHHHHH]

16C G
antijeni

RHCE geni yeniden

RHD geni yeniden
diizenlenmeleri genty

diuzenlenmeleri

© No RHD (HIH H HHHH H H Dille EHE{HEHEHEHEHEHEHE RHCE

Rg™R  No AHD CHHH HEH H H HH pv= Tip 1l IHEHEHEH HEHEHEHEHE RHCE
ow
ceF  No AHD MHHHHJHHHHH] DV ' Tip | EHEHEH H HEHEHEHEHE RHCE

16C Q233E L245V

AHD [HHHMHHHHHH] Dv Tip 1l IHEHEH H H HEHEHEHE RHCE
BARC

ENl AHD EHEHBHHH H HHH BT Tip | IHEHEHEH HHHEHEHE RHCE
Rh32

Sekil 2-12: RHD ve RHCE yeniden gen diizenlenmeleri sonucu olusan RhD ve RhCE
varyantlari

Tablo 2-5: Baz1 Rh antijenlerinin ve parsiyel D fenotiplerinin molekiiler temeli

Molekiiler Temeli Gen Fenotip/ Antijen/ Genotip
RHD Parsiyel D: DMH, DVII, DHR, DVa, DIl, DNB,DHO
Tek nokta
mutasyonlart Zayif D
RHCE c*, c" Rh-26, Etip |, IV
Coklu mutasyonlar ~ RHD Parsiyel D: DIlla, DIVa, DVa, DFR-1
(gen konversiyonlart) RHCE E tip 111, IV

Parsiyel D: DIlIb, Dlllc, DIVb, DVa, DVI, DFR-2,

Yeniden diizenlenmis ~RHD-CE-D DBT
genler RHCE-D-CE DHAR, rG

RHD-CE E tip 1l

Parsiyel D varyantlarin olusumundan iki genetik mekanizma sorumludur (Sekil
2-12) : (1) RHD geninde bir veya genellikle birkag niikleotid degisimi ile sonuglanan
RhD proteininde olusan aminoasit degisimi. (2) Genetik rekombinasyon iiriinii;

muhtemelen gen konversiyonu sonucu RHD geninin bir pargasinin yerine RHCE genin
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bir pargasinin yerini almasiyla olusan bir hibrit RHD-CE-D geni [2, 11]. Bu hibrit genin

sirasinda degisen kisimlar tam RHCE bir ekzonu, ekzonun bir pargasi veya birkag

LE2F AI3ITV NI1S2T T201R F223V

IGOL SO8N S103~

LI21TM VI1Z7A D127G N152T

LE2F N1527

D

Dilla

Dillb (DHI-7)
Dllic

--]—------- DIVa
G353W A3S4AN E3980Q

T E O ) i B ] DIvb

I (N N N N N B D1v-3
D3SOH GIS53W A3S4aN

[ [ I [ [ [ e [ [ DIv-4

1 1 ) [ [ [ [ I N ] Div-5

F223V E233Q

F223V EZ233Q VaZ3a

Z201R F223V

Y s Y s | s s e o i |

0 T 0 [ e O (N (1 [

B0 I D . .

= = = I ) R
MIGSE MATOR I1T2F

MI16SL M1TOR I172F G1380A

DVa (DV-2)
DV-1
DVa-4
DVa-6
DVI-1

DVI-2
DVI-3
DVi-4

DAR

DBT-1
DBT-2

DCS-1
DFR-1

DFR-2
DFR-3
DHAR

Sekil 2-13: Farkh D varyant fenotiplerinden sorumlu olan genler.

Kirmizi renkli kutular RHD geni ekzonlarini, mavi renkli kutular RHCE geni ekzonlarini, sar1 ¢izgiler amino asit
degisimlerini gostermektedir. RHD*HARgenotipi RHCE-D-CE geninin 10 ekzonu bulunmaktadir.

ekzon olabilir. Ornegin DHAR varyantinda RHD geninde bir delesyon (D- gibi) vardir;
ancak RHCE geninin 5. ekzonu RHD geninin 5. ekzonuna yerlesmistir (Sekil 2-9). Bu
5. ekzon bazi D epitoplarinin ekspresyonundan sorumludur [5]. Bu mutasyon
sonucunda eritrosit membranindaki epitoplar kaybolabilir ve yeni antijenler olusabilir
(Tablo 2-1 ve Tablo 2-4). Ornegin DVI eritositler BARC antijeni (Rh52) tasirlar [33].
Parsiyel D varyantlarinin bazilari sadece IAT testi ile tespit edilebilir [11].
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Yeniden gen diizenlenmeleri parsiyel D varyantlarinda serolojik olarak da
tanimlanmis alttiplerin olusumuna neden olmaktadir: 6rnegin RHD*DVI’nin dort tipi
vardir. Hepsinde bir RHD-CE-D hibrit geni vardir: DVI tip 1’de RHCE kaynakli 4 ve 5
ekzonlar, tip 2’de RHCE kaynakli 4-6 ekzonlar, tip 3’te RHCE kaynakli 3-6 ekzonlar ve
tip 4’de RHCE kaynakli 3,4,5 ekzonlar1 bulunmaktadir (Sekil 2-12 ve 2-13). Tiim bu
degisimler RhD proteinin eksternal halkalarinda gozlenmektedir [2, 5, 12, 33, 36] ve
olusan D antijeni DVI varyantinin tipik epitopunun karakteristik 6zelligindedir [2, 5,
12, 33]. Olusan fenotipler benzer degildir, DVI-iliskili antijen olan BARC antijeninin
dayanikliligi ve ekspresyonu farklidir. Yedi tip RHD*DV vardir ve tiim alt tiplerde
Glu233Gln degisimi bulunurken DV tip 4’de 5. ekzonda fazladan bir mutasyon bulunur
[5].

DVI kisilerde az sayida D epitoplart vardir ve ¢ogu anti-D antikoru DVI
hiicreleri ile reaksiyona girmez. DVI siklig1 Avrupa, Amerika ve Avustralya’da %0,015
ile %0,04 arasinda gozlenirken bu siklik zayif D olgular i¢cinde %5-16 arasinda siklik

belirlenmistir. Bes milyon Japon kan bagis¢isinda sadece 1 olguda DVI bulunmustur.
Cinlilerde DVI-3 en sik ve Ispanyollarda ise DVI-4 en sik gdzlenen DVI alt tiptir [12].

RHCE ve RCD genleri arasindaki ¢oklu amino asit degisimleri yaninda tek
nokta mutasyonlari ile de olusan DVII, DFM ve DMH gibi (Tablo 2-5) D parsiyel
varyantlar1 da bulunmaktadir [2].

2.5. D Antijenin Klinik Onemi

Transfiizyon Oncesi testler alicida sorun olusturmayacak kanin segilmesi
amaciyla yapilmaktadir. Yillarca bu grupta yer alan en 6nemli testin cross-match oldugu
diisiiniilmistiir. Ancak kan merkezlerinde bilgisayar kullaniminin yayginlagmasi ve
transfliizyon reaksiyonlarmin bildirimine iliskin standartlarin geligmesi, transfiizyon
Oncesi en onemli testin kan gruplarmin saptanmasit oldugunu gdstermistir. Transfiizyon
oncesi hem alictda hem de bagisgida klinik 6nemi olan kan grup sistemleri test
edilmelidir. Herhangi bir kan grup sisteminin klinik 6nemini;

1- sistemle ilgili alloatikorlarin goriilme siklig
2- alloantikorlarin tipi
-immiinglobulin tipi/alt siifi

-komplemani aktive edebilme yetenegi belirlemektedir.
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Bu o6zellikler hemolitik transfiizyon reaksiyonlarinda antikorun eritrositleri tahrip etme
seklini ve siddetini belirleyen faktorlerdir.

Farkli dondrlere ait eritrositlerde de kantitatif farklar vardir. Bu farklilik
antijenin homozigot veya heterozigot olmasindan, antijeninin reaktivitesinin bireyden
bireye degismesinden, bireyin yasindan kaynaklanabilir. Tablo 2-6’da klinik 6nemi olan

kan gruplarinda antijenite gosterilmistir.

Alloantikor tastyan eritrositlerin uygun antijenle reaksiyon vermesi nedeniyle
olusan eritrosit yikimi transfiizyon tibb1 agisindan énemli olan klinik komplikasyonlarin
nedenidir. Anti-D anti-A ve anti-B antikorlarindan sonra klinik olarak en Onemli
eritrosit antikorudur (Tablo 2-6). D antijeni yiiksek oranda immiinojeniktir ve RhD
antijenlerine karsi olusan alloimmunize cevapta hemolitik transfiizyon reaksiyonlar1 ve
YDHH’ye neden olan yiiksek affinitede IgG antikor olusmaktadir. D negatif hastalarin
mutlaka D negatif eritrosit tirtinlerini almas1 gerektiginden ¢ogu iilkede her transfiizyon
isleminde bagis¢1 ve alicisina RhD tiplendirilmesi rutin olarak yapilmaktadir. Ayrica
serumlarinda anti-D antikoru var olan bireylerde bu antikor hizla artan bir oranda
transfiize edilen zayif D pozitif eritrositleri yikabilmektedir. D antijeninin zayif bir
formunu eksprese eden eritrositler normal yapidaki D antijeni kadar antijenik &zellik
tasimamasina ragmen D antijen epitoplariin tiimii eksik olan bireyler D antijeninin bir
veya daha fazla epitopuna karsi antikor olusturabilmektedirler. Bu 6zellikle menopoza
girmemis kadinlarda yapilan kan transfiizyonlarinin gebelik siiresince fetusa zarar
verme potansiyeli nedeniyle dnemlidir. Eger hamilelik 6ncesi annenin kan grubu D
negatif ise annenin kanmi varyant D agisindan incelenmelidir. Bu annenin kan grubu D
negatif ve bebegin kan grubu D pozitif olmasi durumunda olusan feto-maternal
kanamalarin tespitini kolaylastirmak icin gereklidir. Ayrica bebek D negatif, anne D
negatif ve annenin serumunda anti-D antikorlar1 varsa yeni doganin kani da D antijeni

bakimindan incelenmelidir [3, 37].

Siddetli akut ve gecikmis tipte HTR’ye neden olma potansiyeli bulundugundan
anti-D antikoru bulunan bir hastaya kesinlikle D pozitif kan verilmemelidir: D pozitif

eritrositler D negatif alicilara transfiize edilmemelidir.
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Tablo 2-6: Klinik 6nemi olan kan gruplarinda rélatif antijenite*

Kan Grup Antikor Olusturma
Antijeni Olasihigi (%)
D 70,00
C 0,22
C. 4,10
E 3,38
e. 1,12
K 10,00
k 3,00
Jk? 0,14
JK° 0,06
Fya 0,46
S 0,08
S. 0,06

* spesifik antijen agisindan negatif bir kisiye pozitif bir tinite kan verilmesi durumunda antikor olusturma olasilig

Anti-D antikoru ciddi YDHH’ye yol agabilir. Bu durum immiinize olan annenin
kanindaki IgG yapisindaki anti-D antikorlarmin plasentaya gecerek fetal eritrositleri
yikmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Anti-D antikoru kaynakli YDHH da en kotii olasilik
gebeligin fetal 6liimle sonuglanmasidir. Eger dogum gerceklesirse bebekte hidrops,
sarthik ve kernikterus sonucu oOliim veya kalici beyin hasari olusabilir. YDHH
olgularinin ¢ogunda anne daha onceki bir gebelik siiresinde ve dogum agsamasinda trans-
plasental kanama ile maternal dolasima gegcen D pozitif fetal eritrositlerle immiinize
olmus ve bunun sonucunda anti-D antikoru olusmustur. Olgularin ¢ogunda D pozitif bir
bebek doguran D negatif annelere dogumdan hemen sonra bir doz anti-D
immiinglobulin uygulamas1 ile anti-D immiinizasyonu O6nlenebilmektedir. Gebelik
sirasinda olusabilecek immiinizasyonu azaltabilmek icin D negatif gebelere antenatal
anti-D immiinglobulin uygulanmasi ¢ogu iilkenin rutin gebe takibi pratiginde yer
almaktadir [3].

D negatif kadinlara kesinlikle D pozitif eritrosit transfiizyonu yapilmamalidir. D negatif
bir gen¢ kadina herhangi bir nedenle D pozitif D pozitif kan iiriinii verilmesi durumunda
transflizyonu takiben hemen anti-D immiinglobulin uygulanmalidir. Varyant D annede

gelisen anti-D antikoru normal D antijenine sahip fetusta ciddi YDHH’ye neden
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olabilir. Varyant D olarak tanimlanan ve D pozitif bir bebek doguran kadinlara anti-D
immiinglobulin uygulanmas1 unutulmamalidir.

Zayif D Tip 1, 2 ve 3 genotipindeki kisiler ¢ok nadiren alloanti-D iiretmektedir.
Bu nedenle bu genotipteki hastalar D pozitif olarak ve diger tiim varyant genotipteki
hastalar D negatif degerlendirilmelidir. Anti-D profilaksisi Zayif D tip 1, 2 ve 3
genotiplerinden farkli D varyant eritrositleri (6zellikle DVI) olan annelere gebelik
siiresinde ve dogum sonrast uygulanmalidir. D varyant (DVa ve zayif D tip 3)

genotipinde fetuslara gebe D negatif annenin immiinize oldugu olgular vardir [5].
2.6. RhD Testleri

Ingiltere’de transfiizyon merkezlerinde anti-D antikoru ile kan grubu testi
asamasinda +3’den zayif reaksiyon veren tiim hastalara varyant DVI eritrositler ile
negatif reaksiyon veren iki IgM tipinde monoklonal anti-D antikoru ile direkt testin
yapilmasi onerilmektedir [38]. Amerika Birlesik Devletleri’nde ise gebeler disindaki
hastalara IAT ile zayif dogrulama testi gelisen monoklonal IgM antikor teknolojisi
nedeniyle onerilmemektedir [11]. Her iki lilkede de D varyant fenotiplerin daha zayif
formlarinin tespit etmeye yonelik IAT ile varyant D dogrulama testlerinin hastalara
uygulanmas: &nerilmemektedir. Ulkemizde hastalar icin belirlenmis kan merkezi
standartlar1 bu iki tilkenin uygulamalari ile ayn1 paralelliktedir.

Kan merkezlerinde anti-D iiretme kapasitesileri nedeniyle D negatif hastalar
immiinize edebilecek bagis¢1 eritrositlerini D pozitif olarak etiketlemek kuraldir. Kan
bagiscilarinin varyant D fenotiplerini belirlemek i¢in DVI eritrositler ile pozitif veren
reaktifler se¢ilir. Bu nedenle DVI varyant kisiler D pozitif bagis¢i, D negatif hasta
olarak degerlendirilirler.

DPE- gibi bazi D varyantlari IAT ile varyant D dogrulama testi uygulanmasina

ragmen kan merkezi aggliitinasyon testleri ile tespit edilemez. D", eritrositlerin D
negatif hastalara transfiizyonunun immiinizasyona neden oldugu bilinmektedir. Zayif D
Tip 2, zayif D Tip 26, dCe trans zayif D Tip 1 gibi farkli D ¢ok zayif formlari da rutin

serolojik testler ile tespit edilememektedir [5].
2.7. C/c ve E/e Antijenleri RH2, RH4, RH3, RH5)

RHCE genleri C veya ¢ ve E veya ¢ antijenlerini kodlarlar: ve dort farkli protein
olusur. RhCe, Rhce, RhCE ve RhcE (Sekil 2-14). C/c ve E/e polimorfizmleri RhCcEe
proteinindeki aminoasit degisiklikleri ile iligkilidir. C/c RHCE geninin 2. Ekzonu
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tarafindan kodlanan ikinci ekstraselliiler halkadaki Ser103Pro degisikligine baglidir. C
antijeni ekspresyonu Serl03Pro tek basina yeterli degildir: proteinin yapisinda ser103
ile Cysl6 ve RhCE proteinlerinin diger karakteristik aminoasitlerinin bulunmasi
gereklidir. Ancak zayif ve anormal C eksprese eden bazi nadir varyantlarda Cysl6
olmamasi tiim C epitoplarinin varligi icin gerekli olmadigini ortaya koymustur. E/e
polimorfizmi RHCE genindeki 5. ekzon tarafindan kodlanan dordiincii ekstraselliiler
halkadaki Pro226Ala degisikliginden kaynaklanmaktadir (Sekil 2.14) [29].

Ingiliz bagiscilarda C ve ¢ antijen siklig1 %68 ve %81 olarak bulunmustur. Siyah
Afrikalilarda c siklig1 daha yiiksek ve C sikligr daha diisiik iken Dogu Asyalilarda tam
tersi bir sekilde C siklig1 daha yiiksek (%100) ve ¢ sikligi daha diisiik olarak goriiliir. E
ve e ise bir baska alel ¢ifti tarafindan tretilir. Tiim populasyonlarda e, E’den daha

yaygin olarak goriiliir [12].

RHCE geninde olan niikleotid degisiklikleri C/c ve E/e antijen ekspresyonunda
kalitatif ve kantitatif degisikliklere neden olur. Mutasyonlar sonucu olusan varyant
fenotipleri C, C*, RN, R0"™ RG, El, Ell, Elll, eU (RH6), C varyant (Rh-26), VS
olarak sayilabilir. C" (RH8) genellikle varyant R' veya r’ genlerinin irinidir. C*
(RH9) de R! ve r’-varyant genleriyle iliskilidir. Ingiliz toplumunda yaklasik %26
oraninda bir siklikta goriilen CV(GIn41Arg), C*(Ala36Thr)antijeninden daha sik olarak
gortliir. Bu degisimler proteinde C antijeninin ekspresyonunun azalmasina neden
olmaktadir. Anti-C" tespiti rutin kan bankaciligi testlerinde yaygin olarak
yapilmaktadir[11, 37] C-like (Rh39) ve c-like (Rh26) antijenleri Cc lokusunda bulunan
diger alleller tarafindan kodlanan antijenlerdir [37]. E antijeninin varyant formlar
arasinda daha ¢ok siyah irkta bulunan EY (RH11) ve ET (RH24) antijenleri yer
almaktadir. E' E pozitif hiicrelerin ¢ogunda bulunan E antijeninin bir komponenti
olarak goziikmektedir. EV ise E antijen bir parcas: degildir ve E lokusunda genetik
olarak bulunan bir bagka alternatif allelin {iriinii olma ihtimali oldugu diisiiniilmektedir.

Anti-EW olan tiim olgular immiinizedir ve YDHH ne neden olmustur [12].
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Sekil 2-14: RhD ve RhCE proteinlerinin membran yerlesimleri [29]

Zayif D ekspresyonu RHD geninin diger genlerle etkilesimi sonucu da
olusabilir. Ozellikle beyaz irktan insanlarda DCe ve DcE haplotipi ile iliskili olarak
goziikebilir. Bu RHCE*C geninin RHD genine pozisyon etkisi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. C geni D genine trans pozisyonda (yani Dce/Ce) kalitildiginda D
antijeninin zayif ekspresyonu goriiliirken C geni ve D geni birlikte kaltilmadiginda
(yani dce veya dcE) normal D antijeni ekspresyonu gozlenmektedir [11]. C geni ve D
geni birlikte kaliilmadiginda (yani dce veya dcE) normal D antijeni ekspresyonu

gozlenmektedir [12].

2.8. Rh Sistemi Antikorlari

Hamilelik veya eritrosit transfiizyonu nedeniyle kisilerin kendilerinde olmayan

antijenlerle karsilagsmalar1 ile bu antijenlere karst immiinize olduklarinda bu bireyde
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olmayan antijenlere karsi ancak Rh sistemi antikorlari olusmaktadir. Rh sistemi
antikorlart IgG smifi genellikle de IgGl veya IgG3 alt grubundan ( IgG2 ve IgG4
grubunda da tespit edilmistir) olmaktadir. IgG sinifi antikorlarin iginde IgM sinifina ait
kiiciik bir komponentin oldugu veya IgA sinifi anti-D antikorlarinin goriildiigii birkag
olgu bilinmektedir [12, 37]. Rh sistemi antikorlart kompleman sistemini aktive etmedigi
bilinmemekle beraber iki nadir olgu rapor edilmistir. Rh antikorlarinin kompleman
sistemini aktive etmemesinde antijen bolgeleri arasindaki uzaklik kaynakli oldugunu ve
bunun da C1q baglanmasi i¢in gerekli IgG molekiilleri arasindaki etkilesimi engelledigi

diistinilmektedir [2, 12, 29].

Anti-D hemolitik transfiizyon reaksiyonu ve YDHH olusturma potansiyeline
sahiptir. D negatif insanlarin yaklasik %80-85 oraninda D pozitif eritrosit verildiginde
anti-D olusumu gozlenir. Anti-D antikoru olusumunun gézlenmesinde antijen dozu ve
bilinmeyen genetik faktorler etken olabilir. Anti-D en yaygin gozlenen Rh antikorudur
ancak YDHH’den korunmak i¢in Rh immiinglobulin profilaksisinin kullanimi
insidensini azaltmastir.

Anti-c ciddi YDHH’ye neden olan ikinci en 6nemli Rh antikorudur. Anti-C,
anti-E ve anti-e nadiren YDHH’ye neden olur ve genellikle hafif seyreder [2, 11] ve

anti-D disindaki digerlerinin immiinojenite sirasi c>E>e¢>C seklindedir.

2.9. Jel Santrifiigasyon ve Kolon Aggliitinasyon Yontemi

Kan bankalarinda eritrosit antijen ve antikorlar1 arasinda reaksiyonlarmin
gosterilmesinde RIA ve EIA de dahil olmak iizere cok sayida serolojik teknik
kullanilmaktadir. Ancak bu teknikler arasinda en basit ve yaygin kullanilan
agglutinasyondur. Elektrolitli ortamda eritrositlerin ylizeyindeki antijenler, ortamda
bulunan kendilerine 06zgli antikorlar ile birlesecek olurlarsa, eritrositler birbirine
yapisarak gozle goriilebilecek biiyiikliikte kiimeler olusturarak cokerler. Bu olaya
hemaggliitinasyon denir. Hemaggliitinasyon sonuglarin1 ortamin fiziksel nitelikleri
(inkiibasyon 1s1s1, siiresi, santrifiij siiresi ve hizi, ortamm pH degeri, kullanilan
sollisyonlar, enzimler, makromolekiiller) ve eritrositlerin dzellikleri (yiizey
antijenlerinin tipi, sayisi, lokalizasyonu ve immiinojenitesi, antijenin homozigot veya
heterozigot eksprese edilmesi) kadar serum protein igerigi ve igerdigi antikorlarin yapi

ve tirleri ile etkiler. Hemaggliitinasyon testleri lam yontemi, tiip yontemi ve son
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yillarda gilivenirligi nedeniyle kullanilim1 artan jel santrifiigasyon/kolon aggliitinasyon
yontemi olarak uygulanmaktadir.

Serum fizyolojik icerisinde siispanse edilen eritrositler birbirlerine ortalama 25
nm uzaklikta dururlar. Bu uzaklik, eritrositlerin yiizeylerindeki negatif elektriksel yiik
nedeniyle birbirlerini itmesi sonucu olusur. Eritrositlerin yilizeylerindeki negatif yiikiin
derecesi “zeta potansiyel” olarak ifade edilmektedir. Eritrosit yiizeyi negatif yiikle
kaplidir. Serum fizyolojik icerisinde siispanse edildiklerinde katyonlar (+ yiiklii sodyum
iyonu) da eritrosit yiizeyini kaplar. Bu nedenle zeta potansiyel denildiginde tek basina
eritrosit yiizeyindeki negatif yiik anlagilmamalidir. Zeta potansiyel eritrosit yiizeyindeki
negatif yiikle onu kusatan katyonlarin olusturdugu potansiyel farkini gosterir. Zeta
potansiyel kiiciildiik¢e eritrositler siv1 ortamda birbirlerine yaklasirlar. Zeta potansiyelin
optimal diizeyi IgM i¢in —22-17 mV, IgG i¢in ise —11-4,5 mV dur.

Eritrositler aras1 uzaklig: kisaltma (ortama proteolitik enzimlerin, albuminin ve
polikatyonlarin eklenmesi eritrositlerin LISS ile siispanse edilmesi ve santrifiij giicii ile
eritrositlerin birbirine yaklasmasi saglanmasi) ve ortama Coombs serumu eklenmesi ile
iki eritrosit arasinda koprii olusturma hemaggliitinasyonun daha kolay olusmasini ve
goriilmesini saglar.

Jel santrifiigasyon/kolon agglutinasyon [39-41] testi tiipte aggliitinasyon
teknigindeki bazi degerlendirme zorluklarini, test prosediirlerindeki guigliikleri ve
fiziksel veya kanla ilgili faktorlere bagli hatali sonuglar1 ¢oziimleyebilmek amaciyla
gelistirilmigtir. Testte plastik kartlar kullanmaktadir. Her kartin {izerinde en az 6
mikrokuyu vardir. Mikrokuyularin tabani sonuglarin daha iyi degerlendirilmesi i¢in
konik, iist kism1 da genis olarak yapilmistir. Tlip yonteminden farkli olarak bu metotda
mikrokuyular icerisinde jel veya boncuklar vardir. Jelin yapisinda sephadex jel denen
bir madde ya da cam mikroboncuklar kullanilmistir. Testte zaman ve hiz yoniinden
standardize edilmis bir santrifiij kullanilmaktadir. Santrifiij islemi kullanilan sisitemlere
gore degismektedir. Deneysel c¢alismalar santrifiij ekseninin de 6nemli oldugunu
gostermistir. Bu nedenle eksen santrifiij giicii ile vertikal ve horizantal planda tam bir
dogru olusturmaktadir.

Sistemde jel veya cam boncuklar sadece aggliitine olmayan eritrositlerin
gecisine izin verir. Aggliitine olmayan eritrositler santrifiij islemi sirasinda jel veya cam
boncuk tabakasini gecerek konik kisimda ¢okerler (Sekil 2-15). Eritrositler aggliitine

olmussa olusan aggliitinasyonun siddetine bagli olarak farkl biiyiikliikte kiimeler
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Sekil 2-15: Jel santrifiigasyon / kolon aggliitinasyon yoénteminde reaksiyonlarin
degerlendirilmesi

olusur. Kuvvetli aggliitinasyonda kiimeler ¢ok biiyliktiir ve jel lizerinde tabaka
olusturarak kalir, daha zayif aggliitinasyonlardaysa kiimelerin bir boliimii jel icerisinde
difize olur. Olusan kiimelerin jel igerisindeki diffiizyon giicleri mikroskobik
degerlendirmeye gerek olmaksizin aggliitinasyon siddetini tanimlamaya olanak verir

(Sekil 2-15).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bireyler

Bu calisma, 01.01.2011- 01.02.2017 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi Kan Merkezi Immiinohematoloji Laboratuvari’nda kan gruplama
testleri yapilan kan bagiscilar1 iizerinde yapilmistir. Calisma grubu kan merkezine
bagvuran yaslart 20 - 52 (ortanca 35) arasinda degisen 6 kadin, 61 erkek toplam 67
standart bagisct olma kosullarin1 saglayan saglikli bagisct olarak olusmustur.
Bagiscilarin  laboratuar  analizleri Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi
Immiinohematoloji Laboratuvari’nda ve Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda yapildi. Bu ¢alisma igin Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan Etik Kurul
raporu (2011/1906-825) alind1.

3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Venoz Kan Alim

Kan ornekleri donor sorgulamasi ve fizik muayenenin ardindan antekubital ven
kullanilarak EDTA igeren vakumlu tiiplere (EDTA glass tubes with Hemogard closure,
BD Vacutainer Systems, Preanalytical Solutions, Belliver Industrial Estate, Polymouth,
PI6 7BP. UK) 2 mL ve 10 mL olarak alimmistir. Bu Orneklerden Kkisilerin jel
santrifiigasyon /kolon aggliitinasyon yontemi kullanilarak ABO ve Rh major kan grubu
fenotiplemesi yapilmig ve +4 pozitif dereceden az reaksiyon veren ya da D negatif
olarak saptanan tiim bagis¢ilarin eritrositleri IAT ile varyant D yoniinden aragtirilmistir.
Ayrica tiim bagis¢ilarin direkt Coombs testleri ve Rh alt grup tayini de yapilmigtir.
Kisilerin DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA &rnekleri elde edilmis ve Sekans-
Spesifik Primer (SSP)-PZR yontemi kullanilarak varyant D analizleri yapilmistir.

3.2.2. Major Kan Grubu Tayini

Major kan gruplamast  kolon agliitinasyon  yontemi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla ticari olarak iretilen ABO/D  (ABO-Rh/Reverse
Grouping Cassette; Ortho BioVue System, Ortho Clinical Diagnostics, Inc,
Johnson&Johnson Company, Ratiran, NJ, USA) hazir kartlar kullanilmistir. Bu kartlar
6-8 mikrokuyudan olusmaktadir, bu mikrokuyularda sirasi ile fare kaynakli monoklonal

anti-A, fare kaynakli monoklonal anti-B, insan kaynakli monoklonal anti-DVI(-) (D7B8
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klonu) emdirilmis cam boncuklar bulunmaktadir, 4. mikrokuyuda ise negatif kontrol
olarak kullanilmak {izere sadece antikor igermeyen boncuklar yer almaktadir. 5. ve 6.
kuyuda reverse gruplama i¢in ayrilmistir.

Ayrica ticari olarak farkli iki jel santrifiigasyon ABO/D kart1 kullanilarak D
fenotipi ikinci kez ¢aligildi. Kullanilan kartlardan birinde DVI- kuyusunda monoklonal
anti-D, insan kaynakli IgM antikorlar1 (RUM1 klonu) DVI+ kuyusunda monoklonal
anti-D insan kaynakli IgG ve IgM antikorlari, RUMI klonu ile MS-26 klonu
(A/B/AB/DV"/DV'+/Ct|/N/A1/N/B kart; Across, Dia Pro A.S, Gebze, Kocaeli, Tiirkiye)
bulunmaktadir. Diger konfigiirasyonda ise DVI- kuyusunda monoklonal anti-D, insan
kaynakli IgM antikorlar1 ( P3x61 klonu) DVI+ kuyusunda monoklonal anti-D insan
kaynakli IgG ve IgM antikorlar1 karigimi, P3x290, P3x35, P3x61 ve P3x21223 B10
klonlar1 [DG Gel ABO/Rh (2D); Diagnostic Grifolds, S.A. Parets del Valles,
ESPANA]) igerigindedir. Calismada bagisc¢ilarin RhD fenotipini belirlemede kullanilan
Anti-D antikorlar1 Tablo 3-1’de gosterilmektedir.

Tablo 3-1: Jel santrifiigasyon / kolon aggliitinasyon yontemi ile RhD fenotipi belrilemede
kullanilan antikorlar

ANTIKOR 1 ANTIKOR 2 ANTIKOR 3
Anti-DV'®  Anti- D' Anti- DV'® Anti- DV'©  Anti-D DV'®
IgM IgM IgM + 1gG IgM IgM + 1gG
D7B8  RUML _ RUML _ Pax6l  P3x290
MS-26 P3x35
P3x61

P3x21223 B10

3.2.3. ABO /RhD Test Calismasi

Kan bagiscilarinin EDTA’] tiiplere alinan kan 6rnekleri masaiistii santrifiijde
(Hettich Universal 320S; Hettich, D-78532 Tuttlingen, Germany) 5000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmektedir. Paketlenmis (tiipiin dibinde katman olusturmus) eritrositler
serum fizyolojik (SF; %0,9 Izotonik Sodyum Kloriir Sudaki Soliisyonu, Neofleks,
TiirkTipsan Saglik Turizm Egitim ve Tic. A.S, Akyurt, Ankara, Tiirkiye) kullanilarak
%S5’1lik eritrosit  siispansiyonlar1 hazirlanmakta ve bu siispansiyonlardan her
mikrokuyuya 10uL pipetlenmektedir. Kartlar jel santrifiigasyon/kolon aggliitinasyon

testleri i¢in Ozel tasarlanmis santrifiijler (BioVue Centrifuge; Ortho BioVue System,
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Ortho Clinical Diagnostics, Inc, Johnson&Johnson Company, Ratiran, NJ, USA/Across
Centrifuge; Across, Dia Pro A.S, Gebze, Kocaeli, Tirkiye) kullanilarak kullanilan
sisteme gore degismek {lizere sirasiyla 2 fazli devir hizinda (794 rpm’de 2 dakika +
1.510 rpmde 3 dakika) 5 dakika ve 990 rpm’de 9 dakika siireyle santrifiij edilmekte ve

degerlendirilmektedir.

3.2.3.1. Kan Grubu Testlerinin Yorumu

Jel santrifiigasyon/ kolon agliitinasyon yonteminde santrifiij islemi sonrasi
aggliitine olan hiicreler mikrokuyudaki jelin (boncuklarin) stiinde kirmizi bir ¢izgi
olusturuyor veya jelin (boncuklarin) igine dagiliyorsa reaksiyon pozitif; yada hiicreler
tiimiiyle mikrokuyunun tabanina ¢okiiyorsa negatif olarak yorumlanmaktadir. Pozitif
sonuglar ise agglutine olan eritrositlerin mikrokuyuda dagilis bigimlerine gore 1 ile 4
derece arasinda (+1, +2, +3 ve +4 olmak tizere) degerlendirilmektedir [39, 40]. ABO

(Tablo 3-2) RhD gruplamasi (Tablo 3-3) i¢in sonuglar yorumlanmistir.

Tablo 3-2: ABO kan grubu reaksiyonlarinin degerlendirilmesi

Reaksiyon Siddeti Kan
Anti-A Anti-B  Anti-AB [ Grubu
4 Negatif 4 A
Negatif 4 4 B
4 4 4 AB
Negatif Negatif  Negatif O

Bu calismada kullanilan kartlarda RhD antijeninin eritrositler iizerinde varligini
ve yoklugunu gostermek icin farkli iki monoklonal anti-D antikoru kullanilmistir.
IgM+1gG tipindeki anti-D antikoru D antijeni yaninda DVI parsiyel antijenini de igeren
varyantlar1 da taniyabilmektedir. IgM tipindeki monoklonal mikrokuyuda bulunan anti-

D antikoru ise D antijenini tanirken D parsiyel antijenlerini tantyamamaktadir.
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Tablo 3-3: RhD fenotipin direkt kan gruplama testi sirasinda degerlendirilmesi

Reaksiyon Siddeti

Anti- DV'O Anti- DV'® Kan Grubu
IgM Anti-D 19G Anti-D
4 4 RhD pozitif
+ile +3 +ile +3 zayif D
+ ile +3 Negatif D parsiyel
Negatif Negatif RhD negatif

3.3. Zayif D Fenotipin Saptanmasi

Zayif D ise her iki anti-D mikrokuyusundaki reaksiyonun +4 dereceden daha
zayif olmasi ile saptanmaktadir. Zayif D fenotipinin izlendigi durumlarda monoklonal
anti-D ig¢eren mikrokuyuda izlenen reaksiyonun degerlendirilmesi (Tablo 3-3) ile bu
fenotipin DVI parsiyele bagli olup olmadigi anlasilmaktadir. Bu test sonrasi D antijeni
acisindan negatif olarak saptanan olgularda zayif D fenotipi ekarte edilemedigi i¢in tiim

D negatif dondrlere IAT ile zayif D yoniinden dogrulama testi uygulanmistir.

3.3.1. IAT ile Zayif D Dogrulama Testi

IAT ile anti-D testi i¢in monoklonal anti-D IgG/M (LDM3 ve ESDI hiicre
dizisi) igeren siispansiyon (Anti-D blend, Human/Murine Monoclonal 1gM/IgG
ALBAclone, Alba Bioscience Limited, Ellen’s Glen Road, Edinburg, Scotland, UK /
Anti-D Weak, Medical device fort the screening of D weak and/or partial D (RH1)
antigen, Diagast, Digast 251, AV, AVINEE 59120 Loos-France) ve anti-D 1gG
(H1121G6+LORIFA hiicre dizisi) igeren siispansiyon (Anti-D (RH1) IgM+IgG;
Bioclone, Ortho BioVue System, Ortho Clinical Diagnostics, Inc, Johnson&Johnson
Company, Ratiran, NJ, USA) kullanilarak (Tablo 3-4) gerek zayif D gerekse de D
parsiyel fenotipteki eritrositlerin monoklonal anti-D antikoru ile olan reaksiyonlari

degerlendirilmektedir.
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Tablo 3-4: IAT ile zayif D dogrulama testinde kullanilan antikorlar

ANTIKOR4 ANTIKORS5 ANTIKOR 6

IgM LDM3 H1121G6
P3x35 ESD1
19G ESD1 LORIFA

3.3.2. Testin Yapihs1

EDTA’l tiiplere alinmis kanlar 2000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek
eritrositler ve plazma birbirinden ayrilmaktadir. Santrifiij islemi sonrasi paketlenmis
eritrositlerden SF ile %0.08’lik eritrosit slispansiyonu hazirlanmaktadir. Her bagisct
icin AHG (anti-1gG,-C3d; polyspesific; Bioclone, Ortho BioVue System, Ortho Clinical
Diagnostics, Inc, Johnson&Johnson Company, Ratiran, NJ, USA) kartindaki bir
mikrokuyuya 50uL eritrosit slispansiyonu konulmakta ve tizerine 50pL IgG yapisinda
monoklonal anti-D antikoru damlatildi. Kart 15 dakika siireyle 37°C’de (Biovue
Incubator; Ortho BioVue System, Ortho Clinical Diagnostics, Inc, Johnson&Johnson
Company, Ratiran, NJ, USA) inkiibe edilmektedir. Kartlar 2 fazli devir hizinda (794
rpm’de 2 dakika + 1.510 rpmde 3 dakika) toplam 5 dakika siireyle santrifiij edilmekte

ve olusan reaksiyonlar degerlendirilmektedir.

3.3.3. Testin Yorumlanmasi

IAT ile dogrulama testi sonrasinda elde edilen sonuglar Tablo 3-5’de gosterildigi

gibi yorumlanmaktadir.

Tablo 3-5: TAT ile zayif D dogrulama testi sonrasi sonuglarin degerlendirilmesi

Uygulanan Test

(Kullanilan Kart) Anti-D Antikoru ile Olusan Reaksiyon Siddeti

Dogrudan test

(ABO/Rh kart1) 4 +3 ile negatif arasi

IAT ile dogrulama
testi (AHG 1gG 4 +4 ile +1 arasi
kartr)

Zayif D | D parsiyel fenoti
Sonug¢ RhD pozitif fenotip 4 parsty P

VARYANT D
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3.4. Rh Altgruplarin Saptanmasi

VH Janti-

Rh alt gruplarinin saptanmasi i¢in ticari olarak tretilen hazir kartlar (D
C/anti-E/anti-c/anti-e/anti-C"/anti-K/Control)  kullamlmustir.  Bu  kartlarda 8
mikrokuyuda insan kaynakli anti-D, anti-C, anti-c, anti-E, anti-e anti-C" ve anti-K
antikorlarini igeren jel (Rh phenotyping with Kell (K); Across, Dia Pro A.S, Gebze,
Kocaeli, Tiirkiye/DG Gel RhPheno+Kell; Diagnostic Grifolds, S.A. Parets del Valles,
ESPANA) bulunmaktadir. Bu kartlardaki mikrokuyulara dnceden serum fizyolojik
solisyonu i¢inde %>5’lik hazirlanmis 10ul test edilecek bagisct eritrositleri
konulmustur. Kartlar 990 rpm’de 9 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra
reaksiyonlar degerlendirilmis ve +3 ile +4 derece arasindaki antijen-antikor

reaksiyonlari o antijen agisindan pozitif olarak yorumlanmastir.
3.5. Direkt Coombs Testi

Direkt Coombs testi i¢in igeriginde AHG bulunan 6 adet mikrokuyudan Kkartlar
(anti-1gG,-C3d; polyspesific; Bioclone, Ortho BioVue System, Ortho Clinical
Diagnostics, Inc, Johnson&Johnson Company, Ratiran, NJ, USA) kullanilmistir.
Bagiscilarin  serum fizyolojik soliisyonu icinde %5’lik oranda hazirlanmis 10pL
miktarindaki eritrositleri AHG iceren mikrokuyuya konulmustur. Kartlar2 fazli devir
hizinda (794 rpm’de 2 dakika + 1.510 rpmde 3 dakika) toplam 5 dakika siireyle santrifiij
edildikten sonra reaksiyonlar degerlendirilmis, mikrokuyunun dibinde toplanan
eritrositlerin olusturdugu reaksiyonlar Direkt Coombs agisindan negatif olarak

degerlendirilmistir.
3.6. DNA izolasyonu

Bagiscilarin 10 mL’lik EDTA’Q tiiplere alinmis kanlarindan ticari bir DNA
izolasyon kiti ile (QlAamp DNA Mini Kit (250); Qiagen, Qiagen Str. 1, 40724 Hilden,
Germany) DNA elde edilmisti. DNA izolasyonu sonrasinda spektrofotometre
cihazinda ( Nanodrop 2000; Thermo Scientific, Thermo Fischer Scientific, 168 Third
Avenue, Waltham, Massachusetts, USA) DNA yogunlugu 6l¢iimii yapilarak DNA
konsantrasyonu 50-100 ng/mL olarak kayit edilmektedir. Elde edilen DNA o6rnekleri -
20 °C’de saklanmaktadur.

3.7. Polimerize Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR testi i¢in zayif D tiplendirme (BAGene Weak D-TYPE kit; BAGene Health
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Care; GmBH, Lich; Germany) ve parsiyel D tiplendirme (BAGene Partial D-TYPE Kkit;
BAG Health Care GmBH, Lich, Germany) kitleri kullanildi.

3.7.1. PZR Reaksiyon Karisimi

Zayif D ve parsiyel D genotiplerinin tespiti i¢in 10pL reaksiyon hacminde PZR
karigimi hazirlandi.

Zayif D genotipleri icin PZR karisim kosullari

H,O (80 uL)

10xPZR Buffer (10 pL)

Tag DNA Polimeraz (0,8 uL)

DNA (10 uL)

olarak toplam 100 puL miktarinda hazirlandi. (Bir 6rnek igin).

Parsiyel D genotipleri icin PZR karisim kosullari
H,O (144 uL)
10xPZR Buffer (18 uL)
Tag DNA Polimeraz (1,4 uL)
DNA (18 uL)
olarak toplam 180 uL miktarinda hazirlandi. (Bir 6rnek igin).

3.7.2. PZR Programlari

Zayif D ve parsiyel D genotiplerinin herbiri i¢in PZR programlar1 (Tablo 3-6)
diizenlendi ve 1s1 dongii cihazinda (Gene Amp PCR System 9700; AB Applied
Biosystems, Thermo Fischer Scientific, 168 Third Avenue, Waltham, Massachusetts,
USA) sentezlendi.
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Tablo 3-6: Zayif D ve parsiyel D tiplendirme icin PZR testinde kullanilan program

Program Basamag Zaman Sicaklik | Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 5 dakika 96°C 1
Denatiirasyon 10 saniye 96°C

Primer eslesmesi + uzamasi 60 saniye 70°C °
Denatiirasyon 10 saniye 96°C

Eslesme 50 saniye 65°C 10
Uzama 45saniye 72°C

Denatiirasyon 10 saniye 96°C

Eslesme 50 saniye 61°C 15
Uzama 45 saniye 72°C

Uzama 5 dakika 72°C 1

3.7.3. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz jel (%2,0 konsantrasyonda) hazirlamak igin 2 gr agaroz ( Seakem LE
Agarose; Lonza, Rockland, ME USA) hassas terazide tartildiktan sonra 100 mL
0,5XTBE tamponu (10X TBE Buffer Liquid (45 mM Tris 45 mM borik asit, 0,5 mM
EDTA); Multicell, Wisent Inc, 3645 Rue Principale, Saint-Jean-Baptiste, QC JOL 2B0,
Canada) i¢inde ¢oziilmekte ve 1sitict blok tizerinde kaynatilmaktadir. Jel haline gelen
karisim 600C’ye kadar sogutulduktan sonra icerisine 30puL ethidium bromiir [Ethidium
Bromide Dropper bottle (10 mL, 0,625 mg/mL); Olerup SSP AB, Franzéngatan 5, 112
51 Stockholm, Sweden] ilave edildi. Taraklari yerlestirilen elektroforez kasetine sivi
agaroz dokiilmekte ve jelin sogumasi beklenmektedir. Soguma sonrasi taraklar
cikarilarak jel elektroforez cihazinin (OWL A6 Wide Gel Horizantal Electrophoresis
System; Thermo Scientific, Thermo Fischer Scientific, 168 Third Avenue, Waltham,
Massachusetts, USA/ Olerup Tank; Olerup SSP AB, Franzéngatan 5, 112 51

Stockholm, Sweden) tankina yerlestirilmektedir.

3.7.4. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroferezinde Goriintiilenmesi

PZR iiriinlerinin jeldeki kuyucuklara ¢okmesini saglamak amaciyla PZR iirliniinden
10uL o6rnek karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Biitiin 6rnekler ve 50 bg’lik
DNA belirte¢ (DNA Ladder Low Range; Thermo Scientific, Thermo Fischer Scientific,
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168 Third Avenue, Waltham, Massachusetts, U SA) yiiklendikten sonra akim tankinin
elektrodlart giic kaynagina (EC EC250-90 E-C Apparatus Corparation; Thermo
Scientific, Thermo Fischer Scientific, 168 Third Avenue, Waltham, Massachusetts,
USA) takilarak 210 V 10-12 V/em’de 20 dakika yiiriitiilmesi saglandi. Islemin sonunda
jel UV(ultraviole) transilliminator (220-310nm) 15181 (UV Transilluminator; Vilber
Lourmat, 2002 Marne La Vallee Cedex 1, France) altinda incelenmektedir. Jeldeki

reaksiyonlarin fotograflari cekilerek degerlendirmesi yapilmaktadir.

3.7.5. PZR Testlerinin Yorumu

PZR, bir ¢esit "in vitro klonlama" iglemidir. PZR, DNA'nin iki zincirinin
yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef
DNA'ya baglanmas1 (hibridizasyonu) ve zincirin uzamast (polimerizasyonu)
dongiistiniin belirli sayida tekrarlanmasi prensibine dayanmaktadir. Her adim farkli
isilarda gerceklestirilir. PZR ile; bir DNA bélgesini 10°-10" arasinda cogaltmak
miimkiindiir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmasi istenen bdlgenin iki ucuna 0zgii, bu
bolgedeki baz dizilerine tamamlayict bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz
uzunlugunda) kullanilarak, bu iki primer ile smirlandirici genin enzimatik olarak

sentezlenmesine dayanir [42, 43].

Zayif D PZR-SSP kiti igeriginde bulunan 8 kuyuda zayif D Tip
1,2,3,4.0/4.1/4.2,5, 11, 15 ve 17 tiplerini tanimlamaya yonelik hazirlanmis primerleri
icermektedir. Yapilan PZR sonrasi elde edilen sonuglar Sekil 3-1’de gosterildigi gibi

yorumlanmaktadir.



Zayf D tip 11 / RED (M2951) /17

Reaksiyon Numaras 1 2 3 4 5 [ 7 §
7 F K Zau.cllz.-[ip ZandD . Zayf D
Tol | Ter | Tes |Twam R}ﬂ;(!l\{lﬁl )| s | PPN s
Pnﬁggﬁ“ﬁ 150 126 165 101 1;30 12 18938 153
Zanf D Alleli
Zayif D tip 1 + -
Zayf D tip 2 +
Zayif D tip 3 - +
Zayif D tip 4.0, 4.1 - +
Zapf D tip 4.2, DAR. - + 130
Zayif D tip 5 - +
Zayif D tip 11 (haplotip cDe) - 198
[RHD (M2951) (haplotip CDa€) - 198
Zayif D tip 15 - +
Zayif D tip 17 - 83 83
Zapf D tip 4.2, 17 - + 130 | 83 83
- 83 198 83

RHD pozitif veya RHD negatif

Sekil 3-1: Zayif D PZR testi sonrasi elde edilen reaksiyonlarin degerlendirilmesi

43

Parsiyel D PZR-SSP kiti parsiyel DII, DIII, DIV, DV, DVI, DVII, DAU, DBT,

DFR, DHMI,

DHMii,

DNB ve DHAR (Rh33)

tiplerini

molekiler

olarak

belirlemektedir. Yapilan PZR sonrasi elde edilen sonuglar Sekil 3-2’de gosterildigi gibi

yorumlanmaktadir.
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Realksiven Numarasi 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 | 11 | 12| 13 | 14 | 15
PZR iiriinii 134 | 146 | 118 | 133 | 132 | 132 | 120 ) 673 | 184 | 132 | 166 | 107 | 117 | 129 | 140
(he) Dy |D;C| Dy | Dy | Ds | Dg | Dy [Dyg®| Do | Dyg | Dy | Ds | Ds | Dr | Dg
s Hﬂ:.l ?Eklﬂnlm . Standart RAD
* Intron/Elon$ birhkte Haplotip
D pozitif s [+ T =T+ T +]+7 =7 =T+ +7 -7 -T1T-7T-1
RHD negadf
D negatif cc - - - - - -
D negatif Ce veya CC + - - - - - -
RHD Varyantlan
DI = Cde |+ =+ |+ +| =] =] +]| + S+
DIMTa, I, I tip 4 De Cde Cde | = | + + |+ [+ == +] =+ -] -
DI = cDe + + | + + + | + | = | + + - -
DIVa's cDe =k =F + = + - - == + - -
DIVb, Ivb (7)™ CDe < |+ = + | + | +| - _ I -
DIV tip 3 CDe + + + + + B B R + R -
DIV tip 4 CDe + + | | + + + - + | + + - +
Dva. Va-benzer, Va-iligkili DBS CDe + + + + = + + == + - -
DVItip 1 cDE + + + + - + + == + - -
DV tip 2 CDe + [+ =] +] - + | + |+ e
DV tip 3 CDe = =] -71- £ | + | + N
DV tip 4 [DHMii] " CaecpE | = | = | = | - _ s | = | + | + - B
DVIL CDe == =5 + + + + + + 2= + + - -
DAR. (Zawf D tip 4.2) cDe + + + + + + + - == + - - -
DAUD, DAU-1, DAU.Z, DAU3 cDe == = = + 3= =F + + == + - - +
DAU-4, [DAU-5 ™ cDe + + + |+ - + |+ | = | + + - - +
DBT tip 1 + [+ [ =1 +1- e e
DBT tip 2 ' CDe + + + |+ - - - - + - -
[DFR.+ veya RHD psi + + + - + + + = + + - - -
DHM: cDE - -+ - + + + - - + + - _ -
DNB CDe + + | + | + + + | £ | =] + + + -
RHCE D(5)-CE (DHAR (R133)) cDe N 1 - | - |-
FHCE (1-9)-D(10) cdE - - - - - - + B _
RHD CE (2 9)D Cde T [+ R N I N
FHD-CE(3-7)D  d( C')ceﬂ’ Cde + + - - - + | + + - -
RHD-CE (4-7)}-D odE =1 =1 -7 -1T-7T-7T-T=1]+= N
FHD-CE (8-9)-D Cde - + - + + + - - - + - -
RHD(deIExY) + Cde + + + + + + + [ + - + - -
RHD{1-9)-CE{10), Zaypnf D tip 20 == + + + + + = + -- N _
RHD(Q41X) "™ Cde + | =+ |+ ]+ | =|+]+ - -
DCS. (DFW. DHR. DIM. DMUY ™ T e e e O I O e e O _ _
te test edilmedi

Sekil 3-2: Parsiyel D PZR testi sonrasinda elde edilen reaksiyonlarin degerlendirilmesi

3.8. istatiksel incelemeler

Istatistiksel analizler i¢in NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007

(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken

tanimlayic istatistiksel metodlar1 (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran,

Minimum, Maksimum) kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirnllmasinda Fisher-

Freeman-Halton testi ve Fisher’s Exact test kullanildi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bagiscilarin Demografik Bilgileri

Bu calisma, 01.01.2011- 01.02.2017 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi’ne basvuran kan bagiscilar1 iizerinde yapilmustir.
Bagiscilarin  laboratuar  analizleri Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi
Immiinohematoloji Laboratuvari’nda ve istanbul Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji Anabilim

Dali’nda yapilmistir.

Calisma siiresince Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi’nde
177.544 kisi tarafindan 198.761 kan bagisi1 yapilmistir. Bagiscilarin yas gruplarina (18-
25, 26-35, 36-45, 46-55, 56 yas iistil) gore dagilimi Tablo 4-1’de 6zetlenmistir. Bu siire
icindeki bagiscilarin %95,0 oraninda erkek, %5,0 oraninda kadin bireylerden olustugu
gozlenmistir.

Tablo 4-1: Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi’ne Ocak 2011-Subat 2017 doneminde
basvuran tiim bagiscilarin yas gruplarina dagilim

Yas Grubu n. Yiizde (%)
18-25 16.095 9
26-35 67.702 38
36-45 60,342 34
46-55 27.432 16

56 yas lstii 5.973 3

Toplam 177.544 100

4.2. Bagiscilarin Major Kan Grubu Dagilimi

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi’ne Ocak 2011- Subat
2017 tarihleri arasinda bagvuran bagiscilarda en sik olarak %43,0 oraninda A kan
grubuna rastlanirken en az siklikta (%6,0) AB kan grubu gozlenmistir. Major kan

gruplariin dagilimi Tablo 4-2 ve 4-3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4-2: Major kan gruplarinin istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi populasyonundaki
dagilim

Kan Grubu ABO/D Fenotipi n Yiizde (%)

A RhD pozitif ~ 65.665 37
A A RhD negatif  10.341 6
B RhD pozitif 22.548 13
° B RhD negatif 4.241 2
AB RhD pozitif  11.437 6

AB
AB RhD negatif  2.200 1
O RhD pozitif ~ 50.844 29
2 O RhD negatif ~ 10.040 6

Tablo 4-3: Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi bagiscilarinin ve beyaz irktan insanlarin
ABO kan grup sikhiginin karsilastirilmasi

Yiizde (%)
Kan Grubu Bagiscilarda Beyaz Irkta
A 43 43
O 35 44
B 15 9
AB 7 4

4.2.1. Bagiscilarin RhD Kan Grubu Dagilim

Kan bankas1 bagislarinin %85’inin RhD pozitif iken % 15°lik boliimiiniin RhD
negatif fenotipinde oldugu gdzlenmis ve varyant D fenotipine sahip toplam 228 bagis¢1
(% 0.12) saptanmigtir. Calisma siiresince kan merkezi bagis¢ilarinin varyant D fenotipi

dagilimi Tablo 4-4 ve Tablo 4-5 de 6zetlenmistir.
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Tablo 4-4: istanbul Kan Merkezi bagiscilarinin RhD dagihmu.

RhD Durumu n Yiizde (%)
Rh pozitif ~ 150.494 84,77
Rh negatif 26.822 15,11
Varyant D 228 0,12

Toplam 177.544 100

Tablo 4-5: istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi bagiscilarinin major kan gubu dagilimi

Kan RhD Pozitif RhD Negatif Varyant D Toplam
Grubu n % n % n % n

A 65.665 36,98 |10.341 582 | 105 0,06 76.111

B 22548 12,69 | 4.241 2,38 24 0,01 26.813

AB 11437 6,44 | 2200 1,23 20 0,01 13.657

0] 50.844 28,63 |10.040 5,65 79 0,04 60.963

Toplam | 150.494 84,76 |26.822 151 | 228 0,12 177.544

Varyant D fenotipi 215 (% 94,0) ve erkekte ve 13 (% 6,0) kadin bireyde
saptanmistir. Kan grubuna gore ise varyant D en fazla 9%46,10 oraniyla A grubunda
gozlemlenirken en az AB (% 8,80) kan grubunda gdzlenmistir. Varyant D fenotipi
saptanan bagiscilarin major kan gruplarina ve cinsiyet dagilimi Tablo 4-6’te
gosterilmistir.

Tablo 4-6: Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi’nde varyant D fenotipindeki bagiscilarin
major kan grubu dagilim

n Toplam
Kan Grubu Erkek Kadin n Yiizde (%)
A 99 6 105 46,1
B 23 1 24 10,5
AB 20 0 20 8,8
@) 73 6 79 34,6
Toplam 215 13 228 100

4.3. Calisma Grubu Bulgulari

Calisma grubumuz %91,0°1 (n=61) erkek, %9,0’u (n=6) kadin olmak {izere
(Sekil 4-1) 67 standart bagisc1 olma kosullarini saglayan, haberlesme kanallar ile
ulagilabilmis ve ¢alismaya katilma davetimize olumlu cevap veren saglikli bagiscilardan

olugmustur. Olgularin yaglar1 20 ile 52 (ortanca 35) arasinda degismekte olup ortalama
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34,96+8,47 yildir. Calisma grubunu olusturan kan bagiscilarinin tanimlayici 6zellikleri
Tablo 4-7’de gosterilmistir.

Tablo 4-7: Cahismamizdaki bagiscilarin tanimlatic 6zelliklerinin dagilhimlar:

v | Min-Mak (Ortanca) 20-52 (35)
as (yil) Ort:Ss 34,96+8,47
.. Erkek 61 (91,0)

Cinsiyet Kadin 6 (9,0)

0 28 (41,8)
25 (37,3)
Kan grubu 5 12 (17,9)
AB 2(3,0)
Kadin;

Erkek;
n:61; %91,0

Sekil 4-1: Cahsma grubuna katilan varyant D fenotipindeki kan bagis¢ilarimin cinsiyet
dagilimlari

Calisma grubunu olusturan bagiscilarda en sik O kan grubu 28 (% 41,8)
bagis¢ida gozlenmis ve en az siklik da AB kan grubu 2 (% 3,0) bagis¢ida izlenmistir
(Sekil 4-2).
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Oran (%)

Sekil 4-2: Calisma grubunun kan grubu dagilim

4.4. Varyant D Genotiplerin Dagilimi

PZR ile zayif D tanim oran1 %68,7 (n=46) ve Parsiyel D tanim orami %22,4

(n=15) iken; olgularin %8,9’unda (n=6) PZR testi ile tanimlama yapilamamistir (Sekil
4-3)

Tanimlanamayan;
n:6; %8,9

Parsiyel D;
n:15; %22,4

Zayif D;

n:46; %68,7

Sekil 4-3: Varyant D tammlamalarinin dagilimi

Varyant D tanimlamalari incelendiginde; Tablo 4-8’de ve Sekil 4-4’de
dagilimlar1 6zetlenen %14,9’unda (n=10) DFR, %4,5’inde (n=3) DVa, %]1,5’inde (n=1)
DAU-0,1,2,3, %1,5’inde (n=1) DVI tip 3, %13,4’linde (n=9) zayif D tip 1, %9,0’unda
(n=6) zayif D tip2, %3,0’linde (n=2) zayif D tip3, %1,5’inde (n=1) zayif D tip5,
%14,9’unda (n=10) zayif D tipll ve %26,9’unda (n=18) zayif D tip 15 saptanirken;

bagiscilarin %8,9’unu (n=6) tanimlanamamastir.



Tablo 4-8: Caliymamiza katilan kan bagis¢ilarinin genotip dagilimlari

Varyant Tipi n %
DFR 10 14,9
DVa iliskili 3 4,5
PARSIYEL D DAU-0,1,2,3 1 1,5
DVI tip 3 1 15
Zayif D Tip 1 9 13,4
Zayif D Tip 2 6 9
Zayif D Tip 3 2 3
ZAYIF D Zayif D Tip 5 1 1,5
Zayif D Tip 11 10 14,9
Zayif D Tip 15 18 26,9
Tamimlanamayan 6 8,9
Zayif D 46 68,7
VARYANT Parsiyel D 15 22,4
Tamimlanamayan 6 8,9
Tamimlanamayan; DFR;
6;9% 10;15% DVa;
3;4%
Zayif D tip 15; Df\U'

18;27%

\ DVI tip 3;

1;2%
if Dtip1;

9;13%
Zayif D tip 2;
Zayif D tip 11 6; 9%
10;15% Zayif D tip 3;
Zayif D tip 5; 2:3%
1;1%

Sekil 4-4: Varyant D genotiplerinin sayisal ve yiizdesel olarak dagilimlar:

4.4.1. Varyant D Genotiplerinin Major Kan Gruplarina Dagilimi

50

Calismamiz sonucunda kan gruplarina gore varyant D genotiplerine iliskin

dagilimlar Tablo 4.9°da verilmistir. A kan grubuna sahip kan bagis¢ilarinda, PZR ile

%20,0 (n=5) oraninda Zayif D tip 1 tanimlamas1 yapilmis ve bu oran1 %16,0 (n=4) ile
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Zayif D tip 11 tanimlamasi takip etmistir. B kan grubunda olan bagis¢ilarda, PZR ile
%41,8 (n=5) oraninda Zayif D tip 15 tanimlamas1 yapilmis ve bunu %25,0 (n=3) oranla
DFR takip etmistir. AB grubu kana sahip bagiscilarin ise %50’sinin (n=1) PCR tanimi
DVa, %50’sinin (n=1) Zayif D tip 15’tir. Kan grubu O olan bagis¢ilarda, PZR ile %32,1
(n=9) oraninda Zayif D tip 15 tanimlamasi yapilmis ve bunu %17,8 (n=5) oranla Zayif
D tip 11 takip etmistir.

Tablo 4-9: Varyant D genotiplerinin kan gruplarina gore dagilimlar:

Kan Grubu

Varyant D Tipi A(n=25) B(n=12) AB(n=2) 0 (n=28)

n (%) n (%) n (%) n (%)
DFR 3(12,00 3(250) 0(0) 4 (14,3)
DVa,Va benzer 0 (0) 1(8,3) 1 (50,0) 1(3,6)
DAU-0,1,2,3 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(3,6)
DVI tip 3 0(0) 1(8,3) 0(0) 0(0)
Zayif D tip 1 5(2000 0(0) 0 (0) 4 (14,3)
Zayif D tip 2 3(12,00 0(0) 0 (0) 3(10,7)
Zayif D tip 3 2(8,0) 0(0) 0 (0) 0(0)
Zayif D tip 5 1(4,0) 0 (0) 0(0) 0(0)
Zayif D tip 11 4 (16,0) 1(8,3) 0(0) 5(17,8)
Zayif D tip 15 3(12,00 5(41,8) 1(50,00 9(32,1)
Tammmlanamayan 4 (16,0) 1(8,3) 0 (0) 1(3,6)

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler ile {ilkemizde Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi’nde L. Kumas ve ark. [44] tarafindan yapilan ¢caligma ve Almanya kokenli
iki calisma [34, 45] arasinda yapilan karsilagtirmalar Tablo 4-10, 4-11 ve 4-12’de

verilmistir.
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Tablo 4-10: Cahsmamizda elde ettigimiz zayif D / parsiyel D genotip dagilimi sonuglarinin
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yapilan calisma ile karsilastirilmasi

Uludag
Cahsmamiz Universitesi’'nde
_ 3 yapilan galigma OR  %Cl ?p degeri
n=67
[44]
n=43
% n. % n
Zayif D genotipi 68,7 46 512 25  1.265 (0-896-1.785) 0.226
Parsiyel D genotipi 22,4 15 48,8 18  0.691 (0.460-1.037) 0.058
Tamimlanamayan 8,9 6 - 2 1.254 (0.815-1.929) 0,478

®Fisher Exact Test, Chi-square

Zayif D / parsiyel D genotiplerinin dagilimini karsilastirdigimizda iilkemizde
yapilan iki ¢aligmada zayif D ve parsiyel D dagilimi agisindan istatiksel agidan anlamli
farklilik bulunmamastir (p>0,05).

Tablo 4-11: Calismamizda elde ettigimiz zayif D Tip 1 dagilimi sonuclarinin Uludag

Universitesi T1ip Fakiiltesi calismas1 ve Almanya’da yapilan iki calisma ile
karsilastirllmasi

Calismamiz n=67

Zayif D Tip 1

Genotipi

(n=9)

n OR  %Cl % degeri
Uludag
Universitesi
caligmasi [44] 19 0.364 (0.210-0.632) p<0.0001
n=43
Wagner [34]

95 0.215 (0.105-0.421) p<0.0001
n=161
Miiller [45]

43 0.580 (0.302-1.114) p=0.093
n=130

®Fisher Exact Test, Chi-square

Zayif D Tip 1 dagilimi agisindan calismaniz ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
calismasi arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0.0001).
Almanya kokenli ¢alismalar ile bizim ¢alismamiz arasinda istatiksel olarak anlamli

fark bulunmustur. (p<0.0001 ve p=0.093).
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Tablo 4-12: Cahsmamizda elde ettigimiz zayif D Tip 2 dagilimi sonuglarinin Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi calismasi ve Almanya’da yapilan iki calisma ile
karsilastirilmasi

Calismamz n=67

Zayif D Tip 2 Genotipi

(n=6)

n OR  %Cl  ®p degeri
Uludag
Universitesi
[44] 0 1.600 (1.323-01.934) p=0.087
n=43
Wagner [34]

43 0.450 (0.203-0.996) p=0.033
n=161
Miiller [45]
=130 10 1.500 (0.754-2.983) p=0.369

Fisher Exact Test, Chi-square

Calismamiz ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi ¢alismasinda zayif D Tip 2
dagilimi acisindan caligmalar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p=0,087).

Almanya kokenli ¢aligmalar ile bizim g¢alismamiz arasinda istatiksel olarak anlamli

farklilik bulunmustur (p=0,033 ve p=0.369).

4.4.2. Zayif D Tip 1

SEROLOJIK | MOLEKULER

DT | IAT PZR

1 |4 Zayif Dtip 1

Sekil 4-5: Zayif D Tip 1 genotipindeki bagisci

DT: Direkt test
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Calismamizda 9 kan bagiscisinda (1’1 kadin 8 erkek) zayif D Tip 1 genotipi

(Sekil 4-5) saptanmistir. Tiim bagiscilar direkt ve IAT zayif D dogrulama testleri

sonucu varyant D fenotipinde belirlenmistir. Ozellikleri Tablo 4-13’de 6zetlenen

bagiscilarin 5’1 A kan grubunda ve 4’ii O kan grubunda iken bagiscilarin 8’inde Ccee

Rh altgrup fenotipi ve 1’inde CCee Rh altgrup fenotipi izlenmistir.

Tablo 4-13: Cahsmamzda zayif D tip 1 olarak tespit edilen bagiscilarin 6zellikleri

3 Kan .. Rh
No Bagisc No Grubu Yas Cinsiyet altgrubu
1 12015981 A 20 E Ccee
2 12034968 @] 36 E Ccee
3 12019703 A 39 E Ccee
4 15012904 A 43 E CCee
5 16003238 A 29 E Ccee
6 16016277 A 36 E Ccee
7 16019147 0] 27 E Ccee
8 16019154 @] 30 K Ccee
9 15005129 @] 32 E Ccee

4.4.3. Zayif D Tip 2

BELIRTEC

SEROLOJIK | MOLEKULER
DT | IAT PZR
3 4 Zayif D tip 2

Sekil 4-6: Zayif D Tip 2 genotipindeki bagisc1 6rnegi

DT: Direkt test
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Caligmamizda 6 kan bagiscisinda zayif D tip 2 genotipi (Sekil 4-6) saptanmustir.

Tiim bagiscilar direkt ve IAT zayif D dogrulama testleri sonucu varyant D fenotipinde

belirlenmistir. Ozellikleri Tablo 4-14’de dzetlenen bagiscilarin 3°{i A kan grubunda ve

3’1 O kan grubunda iken bagis¢ilarin 4’iinde Ccee Rh altgrup fenotipi, 1’inde CCee Rh

altgrup fenotipi ve 1’inde ccEe Rh altgrup fenotipi izlenmistir. Zayif D tip 2 genotipi

tespit edilen bagis¢ilarin tiimii erkekti.

Tablo 4-14: Cahsmamzda zayif D Tip 2 genotipi tespit edilen alt1 bagiscinin 6zellikleri

- Kan .. Rh
No Bagisci No Grubl Yas Cinsiyet altgrubu
1 16013783 O 35 E Ccee
2 16011805 A 38 E Ccee
3 16012862 A 24 E CCee
4 16015882 A 32 E Ccee
5 16022255 @) 38 E Ccee
6 16010636 ) 52 E CcEe

444 Zaynf D Tip 3

SEROLOJIK

MOLEKULER

DT

IAT

PZR

Zayif D tip 3

Sekil 4-7: Zayif D Tip 3 olarak tammmlanan bagisci

DT: Direkt test
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Calismamizda 2 (1 kadin, 1 erkek) kan bagis¢isinda zayif D tip 3 genotipi
(Sekil 4-7) saptanmistir. Iki bagis¢1 da immiinohematolojik testler sonucu varyant D
fenotipinde belirlenmistir. Ozellikleri Tablo 4-15°de 6zetlenen bagiscilarin ikisi de A
kan grubunda tespit edilmistir. Bagig¢ilarda Ccee ve ccEe Rh altgrup fenotipi

izlenmistir.

Tablo 4-15: Zayif D tip 3 oldugu tespit edilen iki bagiscinin 6zellikleri

Kan L Rh

No Bagisc1 No Yas  Cinsiyet Altgrubu
Grubu

1 13000785 A 40 E ccEe

2 14000175 A 39 K Ccee

4.45. Zayif D Tip 5

Caligmamizda 1 erkek kan bagiscisinda zayif D tip 5 genotipi (Sekil 4-8.)
saptanmigtir. Immiinohematolojik testler sonucu varyant D fenotipinde belirlenen
bagiscinin 6zellikleri Tablo 4-16’da 6zetlenmistir. Bagis¢ida ccEe Rh altgrup fenotipi

izlenmistir.

I', NN LN

'l;ll".,"i

SEROLOJIK | MOLEKULER
126 bg

434 bg

DT | IAT PZR
BELIRTEC T |e 3 Zayif D tip5

Sekil 4-8: Zayif D tip 5 genotipindeki bagisci

DT: Direkt test
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Tablo 4-16: Cahsmamzda zayif D tip 5 olarak tespit edilen bagiscimin 6zellikleri

Bagisci Kan . R
No NO Yas Cinsiyet Altgrubu
Grubu
1 12013786 A 37 E ccEe

4.4.6. Zayif D Tip 11

Caligmamizda 10 erkek kan bagisgisinda zayif D tip 11 genotipi (Sekil 4-9)
saptanmigtir. Immiinohematolojik testler sonucu varyant D fenotipinde belirlenen
bagis¢ilarin 6zellikleri Tablo 4-17°de Ozetlenmistir. Zayif D tip 11 genotipi olan
bagis¢ilardan dokuzunda Ccee Rh altgrup fenotipi ve 1 bagis¢cida CCEe Rh altgrup

fenotipi izlenmistir.

SEROLOJIK | MOLEKULER
198 bg

434 be

DT | IAT PZR
BELIRTEC o 1 Zayif D tip 11

Sekil 4-9: Zayif D tip 11 genotipinde olan bagiscilardan biri

DT: Direkt test
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Tablo 4-17: Cahsmamizda Zayif D tip 11 olarak tespit edilen bagiscilarin o6zellikleri

No Ezglw Kan Yas Cinsiyet ing rubu
Grubu

1 13008302 O 45 E Ccee
2 13013181 A 26 E Ccee
3 12018009 A 39 E Ccee
4 13008303 O 49 E Ccee
5 13010367 O 23 E Ccee
6 12031104 A 25 E Ccee
7 13010233 A 25 E Ccee
8 12019785 O 23 E Ccee
9 14018896 O 25 E CCEe
10 16010567 B 42 E Ccee

4.4.7. Zayif D Tip 15
Caligmamizda 18 (15 erkek, 3 kadin) kan bagiscisinda zayif D tip 15 genotipi

(Sekil 4-10) saptanmistir. Bagiscilarin immiinohematolojik testler sonucu varyant D

fenotipinde belirlenmistir. Ozellikleri Tablo 4-18’de dzetlenen bagiscilarin kan gruplar

9 kiside O, 4 kiside B, 4 kiside A ve 1 kisi AB olarak dagilim gostermistir. Bagis¢ilarin

biri (ccEE) disinda ccEe Rh altgrup fenotipi izlenmistir.

BELIRTEC

2R IR LS Y

;’!401,"*.&*#

3

f

SEROLOJIK | MOLEKULER
DT | IAT PZR
0 |3 Zayif D tip 15

Sekil 4-10: Zayif D tip 15 fenotipinde bagisc1

DT: Direkt test
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Tablo 4-18: Calismamizda zayif D tip 15 olarak tespit edilen kan bagiscilar

Kan L R
No Bagisc1 No Yas Cinsiyet Altgrubu
Grubu

1 12034142 A 41 E ccEe
2 13007901 AB 3% E ccEe
3 12015656 O 31 K ccEe
4 16000956 O 33 E ccEe
5 15014007 B 21 E ccEe
6 15016429 O 42 E ccEe
7 16001232 B 43 E ccEe
8 11031462 O 31 E ccEe
9 15010454 B 34 E ccEe
10 15022069 O 33 E ccEe
11 16018935 A 51 E ccEe
12 15017370 A 42 E ccEe
13 16012725 O 49 E ccEe
14 16012717 O 31 E ccEe
15 16014455 B 43 K CCEE
16 16009639 O 38 E ccEe
17 14000890 O 31 E ccEe
18 15028294 A 20 K ccEe
44.8.DVI Tip 3

Calismamizda 1 erkek kan bagiscida parsiyel DVI (DV') tip 3 genotipi (Sekil 4-
11) saptanmustir. Bagig¢inin yapilan ilk kan gruplama testleri sonucu IgG anti-D ile
reaksiyonu negatif (0) ve IgM anti-D reaksiyonu +4 olarak gozlenmistir. IAT ile zayif D
dogrulama testinde +4 derecede reaksiyon saptanmistir. Bu immiinohematolojik
bulgular bagisginin DY varyanta bagli bir fenotipte olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
Daha sonra PZR testi bagiscinin parsiyel DY tip 3 oldugunu dogrulamistir.

Parsiyel D' tip 3 genotipindeki bagis¢t B kan grubu ve Rh altgrup fenotipi Ceee
(CcDY'ee) olarak izlenmistir (Tablo 4-19).
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Sekil 4-11: Cahsmamizda tespit edilen parsiyel D' tip 3 genotipli (CcD'ee fenotipli)

bagisci.

*Direkt immiinohematolojik testlerde IgM anti-D antikor ile reaksiyonu negatif (0) ve IgG anti-D antikor ile
reaksiyonu +4 olarak gozlenmistir. DT: Direkt test

Tablo 4-19: Cahsmamizda parsiyel DV' tip 3 olark tespit edilen bagiscinin ozellikleri

Kan L
No Bagisc1 No Yas Cinsiyet
Grubu
1 7001009 B 33 E

4.4.9. DVa lliskili Genotipler

Calismamizda 3 erkek kan bagiscida varyant DVa genotipi (Sekil 4-12) ile

iliskili bulgular saptanmistir. U¢ bagis¢inin da yapilan ilk kan gruplama testleri sonucu

IgG anti-D ile reaksiyonu negatif ve IgM anti-D reaksiyonu +3 ile +4 olarak

gozlenmistir. IAT ile zayif D dogrulama testinde +4 derecede reaksiyon saptanmistir.

Bu immiinohematolojik bulgular bagiscinin DVI varyanta bagli bir fenotipte olabilecegi

seklinde yorumlanmistir. Daha sonra PZR testi bagis¢inin parsiyel DVa ile iliskili bir

genotipte oldugunu ortaya cikarmustir. Ozellikleri Tablo 4-20°de gosterilen parsiyel

DVa ile iligkili bir genotipindeki bagisgilar AB, B ve O kan grubu ve Rh altgrup

fenotipleri Ccee (CcDY?ee) olarak izlenmistir.
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DT | IAT PZR
0 |4 DVailiskili

Sekil 4-12: Parsiyel DVa ile iliskili bir genotipte ve CcD"?ee fenotipindeki bagisci

DT: Direkt test

Tablo 4-20: Parsiyel DVa tip ile iliskili bir genotipte tespit edilen ii¢ bagiscinin 6zellikleri

No Bagisci1 No Kan Yas Cinsiyet Rh
Grubu Altgrubu
16007058 AB 33 E Ccee
15002586 O 50 E Ccee
17001419 B 38 E Ccee

4.4.10. DAU (0, 1, 2, 3)

Calismamizda O grubu bir erkek kan bagis¢ida DAU-0,1,2,3 genotipi (Sekil 4-
13) saptanmustir. Bagis¢inin ilk kan gruplama testleri sonucu IgG anti-D ile reaksiyonu
+2 arasinda ve IgM anti-D reaksiyonu +2 olarak gozlenmistir. IAT ile zayif D
dogrulama testinde +3 derecede reaksiyon saptanmistir. Bu immiinohematolojik
bulgular bagiscinin bir parsiyel fenotipte olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Ve
sonugta bagiscinin parsiyel DAU (0,1,2,3) genotipte oldugunu belirlenmistir. Ozellikleri
Tablo 4-21°de gosterilen bu bagis¢inin Rh altgrup fenotipi ccee olarak izlenmistir.
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DT | IAT PZR
2 |3 DAU-0,1,2,3

BELIRTEC

Sekil 4-13: Parsiyel DAU-0, 1, 2, 3 olarak tanimlanan bagis¢i

DT: Direkt test

Tablo 4-21: Calismamizda parsiyel DAU-0, 1, 2, 3 olarak tespit edilen bagiscinin 6zellikleri

Bagisa  Kan - Rh
No Yas Cinsiyet
No Grubu Altgrubu
1 15006037 O 40 E ccee
4.4.11. DFR

Calismamizda 10 (1 kadin, 9 erkek) kan bagisgida DFR genotipi (Sekil 4-14) ile
iligkili bulgular saptanmistir. Bagis¢ilarin ikisi disinda serolojik direkt IgG anti-D ile
reaksiyonu negatif ve IgGM anti-D reaksiyonu +2 olarak goézlenmistir. IAT ile zayif D
dogrulama testinde +3 derecede reaksiyon saptanmistir. Bu immiinohematolojik
bulgular bagiscilarin parsiyel D fenotipte olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Daha
sonra PZR testinde RHD geninin 4. ekzonunun yoklugu bagiscilarin parsiyel DFR
genotipte oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Ozellikleri Tablo 4-22’de gosterilen bagiscilarm biri O kan grubunda Ccee
fenotipli kadindi. Diger bagiscilarin kan gruplart O, A ve B olarak izlenmistir. Kan
bagiscilarinin Rh fenotipleri Ccee (n=7), CCee (n=2) ve ccEe (n=1) olarak izlenmistir.
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Sekil 4-14: Parsiyel DFR olarak tespit edilmis bir bagisci

DT: Direkt test

Tablo 4-22: Parsiyel DFR olarak tespit edilen bagis¢ilarin nitelikleri

No ﬁzgl”l Kan Yas Cinsiyet ,F:\rt b
Grubu grubu

1 11002511 B 47 E CCee

2 12030803 O 20 K Ccee

3 12027490 A 41 E CCee

4 15026136 B 20 E Ccee

5 16005557 O 36 E Ccee

6 16018540 A 49 E CcEe

7 16015961 A 27 E Ccee

8 14005197 B 33 E Ccee

9 14026805 O 37 E Ccee

10 16024931 O 40 E Ccee

4.4.12. Tamimlanamayan Varyant Fenotipli Bagiscilar
Calismamizda 6 erkek bagis¢inin varyant D genotiplemesi yapilamamaistir.
Immiinohematolojik direkt testler bu bagis¢ilardan ikisini zayif D ve ikisini de D negatif

olarak belirlenmistir. Diger 2 bagiscida ise yapilan direkt testler farkli bulgular
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vermistir. (Tablo 4-23). IAT ile zayif D dogrulama testi alt1 bagis¢inin tiimiiniin varyant

D fenotipinde oldugunu gostermektedir.

Tablo 4-23: Calismamizda genotipi belirlenemeyen varyant D fenotipli bagiscilarin

ozellikleri.
N Bagis¢1 N Kan o7 Y Cinsiyet R
0 agisc1 No as Cinsiye
Grubu  Test Altgrubu

D negatif

1* 13007508 A . 45 E Ccee
Parsiyel D
Zayif D

2** 16006094 A . 34 E Ccee
Parsiyel D

3 16022021 O Zayif D 31 E CcEe

4 14022323 A D Negatif 41 E CcEe

5 14019276 A Zayif D 25 E CCee

6 16006048 B Zayif D 24 E Ccee

*Bu bagiggmin DT testleri kullanilan antikor grubunun birinde parsiyel D fenotipi reaksiyonu géstermistir. Diger iki
antikor grubunun DT testleri D negatif sonucunu vermistir.

** Bu bagiscinin DT testleri kullanilan antikor grubunun birinde parsiyel D fenotipi reaksiyonu géstermistir. Diger
iki antikor grubunun DT testleri parsiyel D sonucunu vermistir.

DT: Direkt test

4.5. Bagiscilarin Rh Alt Grup Dagilimlar:

Taranan bagiscilarda Rh alt grup fenotipleri; %53,7 (n=36) oraninda Ccee,
%34,3 (n=23) oraninda ccEe, %7,5 (n=5) oraninda CCee, %]1,5 (n=1) oraninda da
CCEe, ccEE ve ccee fenotipi saptanmistir. C antijeni %62,7 (n=42), ¢ antijeni %91,0
(n=61), E antijeni %37,3 (n=25) ve e antijeni %98,5 (n=66) oraninda gorilmektedir.
Kell orani ise %6,0 (n=4) saptanmustir. (Tablo 4-24, 4-25 ve Sekil 4-15)



Tablo 4-24: Calismaya katilan bagiscilarda Rh alt grup ve Kell dagilim

n %
Ccee 36 53,7
ccEe 23 34,3
Fenotipler CCee > 7o
CCEe 1 15
ccEE 1 1,5
Ccee 1 1,5
C antijeni Var 42 62,7
c antijeni Var 61 91
E antijeni Var 25 37,3
e antijeni Var 66 98,5
Kell Var 4 6

Taranan bagisgilarda en sik (%53,7) CcDee fenotipine rastlanmistir.

60
50
40
30

Oran (%)

20
10

53,7

34,3

7,5

1,5

1,5 1,5

Ccee

ccEe CCee

CCEe

ccEE ccee

Sekil 4-15: Calisma grubunda Rh alt grup fenotiplerinin dagilim
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Tablo 4-25: Calismamizdaki kan bagiscilarinin varyant D genotipleri ve RhCE fenotip

dagilim
Bagiscilarda
N iliskili ~ gdzlenen
Varyant D tipi i
Yy P Haplotip  Rh C/c ve Efe
fenotipi
_ Ce Ccee (n=8)
Tip1
CCee (n=1)
CE. Ccee (n=4)
Tip 2 CCee (n=1)
ccEe (n=1)
_ Ce Ccee (n=1)
Tip 3
ZAYIF D ccEe (n=1)
_ cE
Tip 5 ccEe (n=1)
' ce Ccee (n=9)
Tip 11
CCEe (n=1)
_ cE ccEe (n=17)
Tip 15
ccEE (n=1)
_ Ce
DVI tip 3 Ccee (n=1)
Ce,ce,cE
DVa-iliskili Ccee (n=3)
PARSIYEL D DAU ce.
0.123) Ccee (n=1)
Ce>cE Ccee (n=7)
DFR ¢oklu CCee (n=2)

ccEe (n=1)

66



Tablo 4-26: Cinsiyete gore kan gruplar: ve RhCE fenotiplerinin degerlendirilmesi

Cinsiyet
Erkek (n=61) zf]i‘é‘)“ b
n (%) n (%)
A 24 (39,3) 1(16,7) 0,399
B 10 (16,4) 2(333) 0,291
Kan grubu AB 2 (3.3) 000 1
0 25 (41,0) 3(50,0) 0,688
Ccee 33 (54,1) 3(50,0) 1
ccEe 21 (34,5) 2(333) 1
Fenotipler CCee 5(8,2) 0(0) 1
CCEe 1(1,6) 0 (0) 1
ccEE 0(0) 1(16,7) 0,09
ccee 1(1,6) 0 (0) 1
o Yok 22 (36,1) 3 (50,0)
C antijeni Var 39 (63.9) 3(50,0) 0,664
¢ antijeni Yok (8 0(0) 1
Var 55 (90,2) 6 (100)
E antijeni P 39(639) 3(500) 0,664
Var 22 (36,1) 3(50,0)
e antijeni Yok 0 1167 0,09
Var 61 (100) 5(833)

PFisher’s Exact Test

67

Kan gruplari, Rh alt grup fenotipleri, C/c antijeni oranlar1 ve E/e antijeni oranlari

cinsiyete gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05).
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Tablo 4-27: Varyant D genotipleri ile Rh antijenlerinin iliskisi

VARYANT D GENOTIPi

Parsiyel Bilinmeyen Total

Zayif (n=46) (n=15)  (n=6) p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Yok 21(457) 2(133) 2(33,3) ?3?7 3
C antijeni 4 ’ 0,076
Var 25 (543) 13(867) 4(667) (6o
Yok 2(43) 2(133) 1(167)  5(7.5)
tijeni 0,196
¢ antijent Var  44(95,7) 13 (86.7) 5 (83.3) ?922 )
Yok  25(543) 14 (93,3) 5 (83,3) ?S‘S )
E antijeni 23 ' 0,009**
Var 21 (45,7) 167 1167 (343
Yok 5(10,9) 0(0) 0(0) 5 (7,5)
tijeni 0,585
¢ antijent Var  41(89,1) 15 (100) 6 (100) ?52 B
65
Yok 44(957 15 (100) 6 (100
Kell (5.7) (100) 6 (100) (9700 1
var  2(43) 0(0)  0(0) 2 (3,0)
“eFisher Freeman Halton Test **p<0,01”

Varyant D genotipi ile C antijeni varlif1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski saptanmazken (p>0,05); parsiyel tanimlamada C antijeni oraninin diger
tanimlamalardan ytiksek olmasi dikkat ¢ekicidir.

Varyant D genotipi ile ¢ antijeni varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 iliski
saptanmamistir (p>0,05).

Varyant D genotipi ile E antijeni arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmistir (p=0,009; p<0,01). Anlamliliga neden olan grubu saptamak icin yapilan
ikili karsilastirmalar sonucu; zayif tanimlanmis olgularda E antijeni orani, parsiyel
taniml1 olgulardan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,006; p<0,01). Diger ikili

karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).
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Oran (%)

Zayif D Parsiyel Bilinmeyen

B E antijeni yok B E antijeni var

Sekil 4-16: Varyant D tammlamalarina gore E antijeni dagilimlar:

Varyant D genotipi ile e antijeni ve Kell antijeni varhigi arasinda istatistiksel

olarak anlamli iligki saptanmamistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Rh kan grubu sistemi transfiizyon pratiginde ABO kan grubu sisteminden sonra
ikinci 6nemdedir [1, 5]. Rh sistemi 54 antijeni ve RH1 - RH61 arasinda

numaralandirtlmis ¢ok sayida fenotipi [10-12] olan polimorfik kan gruplarindan biridir.

Rh antijenlerinin en immiinojenik ve klinik olarak en dnemli olan1 D antijenidir.
D pozitif (D+) ve D negatif (D-) fenotipler Rh pozitif ve Rh negatif olarak adlandirilir.
D antijeni ekspresyonu kantitatif olarak degiskendir. D antijeninin ¢ogunlukla RHD
geninde olusan mutasyonlar nedeni ile ¢ok sayida varyanti bulunur. D varyantlart iki
gruba ayrilmistir: zayif D ve parsiyel D. Zayif D fenotipli kisilerde, D antijeninin yapisi
bozulmamistir ancak zayif eksprese edilmektedir. Parsiyel D fenotipinde ise antijenik
yapt bozuklugu vardir. Her iki D fenotipi varyant D olarak isimlendirilir.

Bu ¢alismada anti D reaksiyonu <3 pozitif ve anti D reaksiyonu negatif olan
saglikli bagisgilarda 1) D antijen ekspresyonu jel santrifiigasyon / kolon agglutinasyon
yontemi ile ti¢ grup anti D reaktifi ile bakilmistir. 2) D antijen ekspresyonu <3 pozitif
ve negatif olanlarda ii¢ farkli grup antikorla zayif D dogrulama testi yapilmistir. 3)
Zayif D ve parsiyel D saptanan bagis¢ilarda PZR ile D genotipleme yapilmistir. 4) Zayif
D ve parsiyel D genotiplemesi ile varyant ¢esitliligi belirlenmistir. 5) anti-D reaktivitesi
bakilan bagiscilarda ayrica jel santrifiigasyon / kolon agglutinasyon yontemi ile RhCE
fenotipi bakilmistir.

Beyaz irkta D pozitif fenotip %83-85 ve D negatif fenotip ise %15-17 oraninda
bulunmaktadir [2, 3, 5, 12]. Ulkemizde 1. Mistiki ve ark. tarafindan 2006-2010 yillar:
arasinda 2.207.583 bagiscinin degerlendirildigi bir ¢alismada [46] ise D pozitif fenotip
siklig1 % 88, D negatif fenotip siklig1 ise % 12 olarak bildirilmektedir. Calismamizda
elde ettigimiz D pozitif (% 84,77) ve D negatif (% 15,11) fenotip sikliklar1 gerek beyaz
ik gerekse llkemizde yapilan calismalarda bildirilen oranlar ile benzerlik
gostermektedir (Tablo 4-4).

Varyant D fenotipinin siklig1 beyaz irkta % 0,2- 3 arasinda bildirilmektedir [6,
12]. Ulkemizde 2015 yilnda ulusal bildirilerde sunulan farkli calismalarda da varyant D
pozitiflik oran1 % 0,048-0.19 olarak saptanmustir [47-51]. Ege Bolgesi’nde L. Hayat ve
ark tarafindan 896.052 kan bagiscisinda yapilan galismada [48] varyant D orani
%0,048 bulunmustur. Ozel bir hastane grubunun sekiz ildeki laboratuvarlarinda 128.540
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kan &rneginde N. Oztiirk Sahin ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada [47] varyant D
orani %0,19 olarak saptanmistir. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz varyant D fenotipi
orani da (% 0,12) hem beyaz ik hem de iilkemizde yapilan diger g¢aligmalarin

verileriyle benzer bulunmustur.

Calisma doneminde varyant D fenotipi tespit edilen 228 kisi kan merkezine
davet edilmis ve davete cevap veren 67 bagis¢1 ¢alisma grubunu olusturmustur.
Varyant D fenotipinde oldugu tespit edilen 228 kisinin tiimiiniin varyant D genotipleme
calismasina dahil edilememesi iilkemiz kan bagisc¢ilarinin cogunlugunun yonlendirilmis
kan bagiscist olmasi ve toplumsal olumlu bir davranig tepkinin olugma olasiliginin

bulunmamasi [52] ile agiklanabilir.

Calisma siiresince Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Merkezi’ne kan bagislamak igin
bagvuran bagiscilarin % 95’inin erkek ve ¢ogunlugunun (% 81) 18-45 yas grubu arasinda
oldugu izlenmektedir (Tablo 4-1). Varyant D genotipleme galismasi yapilan 67 bagisginin
cogunlugu erkek (%91) bireylerden olusmustur (Tablo 4-7 ve Sekil 4-1). Ulkemizde Tiirk
Kizilay1 tarafindan 2010 yilinda Istanbul’da yapilan ve 118.488 kan bagiscisinin
degerlendirildigi bir ¢alismada [53] erkek bagis¢1 orani %93,8 olarak bildirilmistir. S.
Dayan ve ark tarafindan Diyarbakir’da 92.393 kan bagiscisinda yapilan galismada [54]
erkek bagisc1 %96,71 olarak belirlenmistir. Varyant D genotipleme ¢alismasi yapilan 67
bagis¢inin ¢ogunlugunun erkek (%91) bireylerden olusmasi iilkemizin kan merkezi

bagiscilari cinsiyet dagilimi 6zellikleri ile benzerlik gostermistir.

Goldman ve ark tarafindan Belgika, Kanada, Fransa, Hollanda, Yeni Zelanda,
Singapur, Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya, Almanya, Irlanda ve
Japonya iilkelerinde bagis¢1 ve genel populasyonun demografik olarak karsilastirildig
calismada [55] ¢ogu iilkede gen¢ yas gruplarinda kadin bagisci sayisinin daha baskin
oldugu ancak ileri yas gruplarinda erkek bagis¢r sayist ile kadin bagis¢r sayisinin esit
veya erkek bagiscilarin daha baskin duruma gegtigi bildirilmistir. Gelismis toplumlarda
kadin ve erkek bagis¢1 oranlari arasinda 6nemli bir fark bulunmazken ¢aligsmamizda erkek

bagisci oran1 %91 olarak izlenmistir.

Calisma siiresince kan merkezimize bagvuran tiim bagiscilarin ABO major kan
gruplarina bakildigi zaman % 43 {iniin A, % 35 inin O, % 15 inin B ve % 7 sinin AB
oldugu izlenmektedir. Tablo 4-3’de goriildiigii gibi ¢alismamiza katilan bagiscilarda

beyaz irka gore [3] O grubunun goriilme sikliginda azalma, B grubunda ise artma
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oldugu izlenmektedir. Ulkemizde 1. Mistiki ve ark. tarafindan yapilan 2.207.583
bagisginin  degerlendirildigi  ¢alisma [46] ile Kkarsilagtirildigi  zaman bizim
bagiscilarimizda O grubunun artmis oldugu gézlenmektedir. Gerek beyaz irk gerekse
tilkemiz verileri ile olan bu farkliliklar bagis¢1 popiilasyonumuzun yonlenmis ve ¢ogu

erkek kisilerden olugmasina ve/veya bolgesel farkliliklara bagli olabilir.

Genotipleme caligmasindaki 67 bagiscinin ABO major kan grubu dagilimlar
incelendiginde (Tablo 4-7) A kan grubunda azalma ile O, B ve AB kan gruplarinda
artma gozlenmesi (Tablo 4-3) varyant D fenotipi saptanmis tiim bagis¢ilarimizin

genotipleme ¢alismamiza katilmamasi ile agiklanabilir.

Anti D reaksiyonu anti DVI saptayabilen nitelikte antikorlar ile degerlendirmistir
(n=228). Geri ¢agirilan ve ¢agriya yamt veren olgulara (n=67) direkt testler
tekrarlandiktan sonra IAT ile zayif D dogrulama testi yapildi. Bu test sirasinda 1 olgu
bir antikor grubu ile D pozitif olarak belirlendi ve diger iki farkli antikor grubu ile zayif
D tanimi ile uyumlu bulundugundan c¢aligmaya alindi. Zayif ve parsiyel D tanimlamasi
67 olguda ayr1 ayr1 genotipik olarak calisildi.

Varyant genotipleme sonucu kan bagis¢ilarimizin %68,7’sinde zayif D genotipi
ve %22,4linde parsiyel D genotipi izlenmistir. Calismamizdaki zayif D genotip orani
Wagner ve ark. tarafindan beyaz irkdan kisilerden alinmis 161 kan 6rneginde yapilan
calismada [34] saptanan %98,98 zayif D genotip orani ile benzerlik géstermemektedir.
Calismamiz iilkemizde Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi'nde L. Kumas ve ark.
tarafindan 43 varyant D fenotipindeki kan 6rneginde yapilan genotipleme ¢alismasi [44]
ile kiyaslandiginda kan bagiscilarimizin zayif D genotipi oraninda (%48,8) azalma ve
parsiyel D genotipi oraninda (%51,2) artma gozlenmistir. Bu {ilkemizde yapilacak
caligmalarda  yOresel ve etnik kokenlerin  dikkate alinmasi  gerekliligini

diistindiirmektedir.

Calismamizda en fazla zayif D genotipi olarak zayif D Tip 15 genotipi 18
(%26,8) olgu ile zayif D Tip 1, 2 ve 3 genotipleri 17 (%25,37) olguda gozlenirken en az
siklikta gozlenen genotip zayif D Tip 5 genotipi sadece 1 (%1,5) olguda izlenmistir
(Tablo 4-9 ve Sekil 4-4).

Avustralya’da 2017 yilinda 91 zayif D fenotipindeki bagis¢ida yapilan ¢alismada
[4] zayif D Tip 1 genotip siklig1 %46,15 olarak bulunmustur. Miiller ve ark tarafindan
Orta Avrupa’nin li¢ bolgesindeki beyaz irktan 436 kan bagis¢ilarinda yapilan ¢alismada
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[45] Almanya’nin kuzeyindeki bagis¢ilarda %65 oraninda zayif D Tip 1 genotipi
saptanmistir. Araujo ve ark tarafindan Portekiz’de 99 kan 6rneginde yapilan ¢aligmada
[56] zayif D Tip 1 genotip oran1 %16,2 olarak bildirilmistir. Beyaz irktan kisilerle
yapilan ¢alismalarda [4, 45, 56] %16-65 oraninda bildirilen zayif D Tip 1 genotip sikligi
2015 yilinda L. Kumas ve ark. tarafindan 43 kan 6rneginde yapilan calismada [44]
%44,18 oraninda tespit edilmistir. Calismamizda zayif D Tip 1 siklig1 %13,4 (n= 9)

olarak gozlenmistir.

Zayif D Tip 2 genotip siklig1 Avustralyali 91 kan bagiscisinda McGowan ve ark
[4] tarafindan yapilan ¢alismada %27,47 olarak bildirilirken Miiller ve ark’in [45] Orta
Avrupa’nin farkli bolgelerden 436 kan bagiscisinda yaptigi calismada Tyrol
(Avusturya) bolgesinde %8 olarak saptanmistir. Beyaz irkda yapilan calismalarda [4,
45] %8-27 olarak belirlenen Zayif D Tip 2 sikligi ¢alismamizda 6 kan bagisgisinda %9
oraninda saptanmistir. Kumas ve ark.’nin. [44] Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nde

43 olguyu inceledikleri ¢alismada gosterilememistir.

Avustralya’da 91 kan bagiscisinda McGowan ve ark. tarafindan yapilan
calismada [4] zayif D tip 3 genotip sikligi %8,79 oraninda saptanmistir. Orta
Avrupa’nin ii¢ farkli bolgesindeki 436 kan bagisgisinda yapilan g¢alismada [45]
Almanya’nin gilineybatisindaki kisilerde %4 ve Tyrol (Avusturya) bolgesinde %50
oraninda zayif D tip Tip 3 saptanmistir. Kumas ve ark. tarafindan 43 varyant D
fenotipindeki kan 6rnegiyle yapilan ¢alismada [44] zayif D Tip 3 genotipi %1,32 (n=1)
oraninda tespit edilmistir. Calismamizda ise %3,0 (n=2) oraninda zayif D Tip 3

genotipi tespit edilmistir.

Avrupa, Avustralya ve Kanada’da yapilan ¢alismalarda beyaz irktan insanlarda
Zayif D Tip 1, 2, 3 genotipleri en sik (>%82) goriilen zayif D genotipleri olarak
bilinmektedir [4, 6, 57-59]. Zayif D Tip 1, 2 ve 3 genotipleri siklig1 ¢alismamizda
%25,37 (n=17) olarak gbézlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz zayif D Tip 1, 2 ve 3
genotiplerinin goriilme siklig1 L. Kumas ve ark. [44] tarafindan Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde yapilan zayif D tip 2 genotipinde herhangi bir olgunun tespit edilemedigi

genotipleme calismasina (%46,51) gore azalma gostermektedir.

Calismamizda 1 (%1,49) kan bagiscisinda tespit edilen zayif D Tip 5 genotipi
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nde L. Kumas ve ark. tarafindan 43 kan drnegiyle

yapilan c¢alismada [44] saptanmamistir. Zayif D Tip 5 genotipi Orta Avrupa’da 436
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orneginde yapilan bir ¢alismada [45] Avusturya’da (4/130) , Kuzey Almanya’da (0/260)
ve Giineybati Almanya (2/159) nadir olarak gozlenmistir. Ouchari ve ark. tarafindan
Tunus popiilasyonunda 46 olguda yapilan ¢alismada [60] 1 olguda (%0,28) izlenmistir.

Calismamizin verileri uluslararasi ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.

Calismamizda zayif D Tip 11 genotipi %14,9 (n=10) oraninda kan bagisc¢isinda
gbzlenmistir. Tunus popiilasyonunda 46 olguda Ouchari ve ark. tarafindan yapilan
caligmada [60] 1 olguda (%0,28) zayif D Tip 11 genotipi izlenmistir. Belgika’da 495
kan 6rneginde yapilan ¢aligmada [58] %0,2 (n=1) olarak tespit edilen zayif D Tip 11
genotipinin Afrika ve Asya toplumlarinda heniiz bildirimi yapilmamustir [6]. Zayif D
Tip 11 genotipinin Avrupali toplumlarda yapilan ¢alismalarda nadiren (<%]1) gozlendigi
bildirilmistir [6, 58]. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 43 kan 6rneginde yapilan
caligmada [44] %9,3 (n=4) oraninda gozlenmesi iilkemizde zayif D Tip 11 genotipinin

beyaz irkda beklenenin aksine daha sik oldugunu diistindiirmektedir.

Zayif D Tip 15 genotipi Belgika’da 495 kan 6rneginde yapilan ¢alismada [58]
%0,2 (n=1) ve Hirvatistan’da 167 ornek iizerinde yapilan bir ¢alismada [57] %0,6
oraninda gozlenirken Avustralya’da 91 kan bagiscisiyla yapilan caligmada [4] 2 olguda
saptanmistir. Beyaz irkta diisiik (<%1) siklikta goriildiigii bildirilen [6] zayif D Tip 15
genotipinin Japonya, Cin ve Tayvan gibi Dogu Asya toplumlarinda yapilan bir
calismada [61] sik (14/48) olarak gozlendigi bildirilmistir. Dogu Asya iligkili RHD
varyantlarindan [4, 7] olan zayif D Tip 15 genotipi ¢alismamizda %26,8 (n=18) olarak
saptanmugtir. L. Kumas ve ark. tarafindan Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
genotipleme c¢alismasinda [44] elde edilen bulgular (%23,25; 10/43) ile c¢alismamiz

verileri benzerlik gostermektedir.

Calismamizda parsiyel genotiplerin dagilimi en stk DFR genotipinde %14,5
(n=10) oraninda izlenirken DAU (0, 1, 2, 3) ve DVI-tip 3 (DVIla) genotipleri 1’er
(%1,5) kan bagiscisinda en az olarak gézlenmistir.

Kulkarni ve ark. tarafindan Hindistan’da yapilan c¢alismalarda 60 parsiyel
olgunun 18’inde [62] ve %29 oraninda [63] DFR genotipi belirlenmistir. Hint
populasyonunda yiiksek oranda [64] izlendigi bildirilen parsiyel DFR genotipi 4 beyaz
irktan kan bagiscisinda [65] gbzlenmistir. Bizim ¢alismamizda 10 kan bagis¢isinda
%149 olarak izlenmistir. Ulkemizde 43 kan ornegiyle yapilan diger calismada [44]

parsiyel DFR genotipi saptanmamugtir.
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Parsiyel DVI beyaz irktan insanlarda 9%0,02-0,05 siklikla en sik gdzlenen
parsiyel D genotipi olarak bilinmektedir [5]. Belgika’da 495 kan 6rneginde yapilan
calismada [58] %5,6 oraninda ve Ingiltere kaynakli 200 olguda yapilan bir ¢alismada
[66] %5 oraninda parsiyel DVI gozlenmistir. DVI-tip 3 genotipi Van-Sandt ve
arkadaglarinin Avrupa’da 495 kan 6rneginde yaptig1 ¢alismada [58] 4 olguda (%0,8)
saptanirken Cin toplumunda 48 6rnekle yapilmis ¢alismada [61] 22 olguda (% 45,83)
izlenmistir. DVI-tip 3 genotipi L. Kumas ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada [44] 43
olgunun 1’inde gozlenmistir. Calismamizda 1 olguda (%1,5) DVI-tip 3 genotipi

bulunmas: iilkemizde yapilan bu ¢aligma verileri (%2,32) ile benzerlik gostermektedir.

Parsiyel DAU genotipi Wagner ve ark. tarafindan DAU kan O6rneklerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada [67] nadir (<1/3.164) ve farkli etnik toplumlardan
(Afrika, Asya, Avrupa ve Endonezya) hastalarda yapilan bir ¢alismada [68] %0,012
olarak tespit edilmistir. Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi’nde 43 kan drneginde yapilan
calismada [44] 1 olguda izlenmistir. Beyaz irktan insanlarda yapilan ¢alismalarda nadir
olarak gozlenen parsiyel DAU (0, 1, 2, 3) genotipi ¢alismamizda %]1,5 oraniyla 1

olguda gdzlenmistir.

Parsiyel DVa iligkili genotipler farkli etnik kokenli (Afrika, Asya, Avrupa ve
Endonezya) kan orneklerinin degerlendirildigi varyant D genotipleme calismasinda
[68] 7 olguda goriilmiistiir. Calismamizda 3 (%4,5) kan bagiscisinda saptanan parsiyel
DVa iligkili genotip L. Kumas ve ark. tarafindan 43 6rnek iizerinde yapilan ¢alismada
[44] 1 olguda (%2,32) saptanmustir.

Calismamiza katilan kan bagiscilarinda L. Kumas ve ark. tarafindan Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 43 kan &rneginde yaptig1 ¢alismada [44] tespit edilen ve
goriilme siklig1r toplamda %9,3 olan varyant D genotipleri; parsiyel DAR, parsiyel
DVIL, parsiyel cat Illc ve zayif D Tip 4,2 genotiplerine rastlanilmamaistir.

Calismamizda zayif D Tip 5 genotipindeki tek kan bagis¢isinda ccEe ve Zayif D
Tip 15 genotipindeki 18 kiside ccEe ve ccEE Rh fenotipinin gozlenmesi bu
varyantlarda gozlenen RhCE fenotipleri ile (Tablo 4-25) uyumlu bulunmustur [7, 69].
Parsiyel D Tip VI-tip 3 tespit edilen kan bagis¢isinda gozlenen Ccee Rh fenotipi
gozlenmesi beklenen Rh altgrubu fenotipidir [7, 69]. Parsiyel D tip Va olan tiim
bagiscilar Ccee fenotipinde olmasi ve parsiyel DAU (0, 1, 2, 3) genotipi saptanan kan
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bagiscisinin Ccee Rh fenotipinde olmasi bu varyantlarda gézlenen RhCE fenotipleri ile

(Tablo 4-25) uyumlu bulunmustur.

Zayif D Tip 1 genotipi goriilen kan bagis¢ilarinda 8 Ccee ve zayif D Tip 2
genotipinde olan bagiscilarin birinde ccEe Rh fenotiplerinin izlenmesi Portekiz kaynakli
bir ¢alisma ile benzerlik gostermistir [56]. Arajuo ve ark. tarafindan yapilan bu
calismada Zayif D Tip 3 genotipinde 12 kiside goriilen Ccee Rh altgrup fenotipi
calismamizda bir bagiscida izlenmistir. Zayif D Tip 1 fenotipindeki bir kan bagis¢isinda
goriilen CCee Rh fenotipi Brezilya’da yapilan bir ¢alismada Zayif D Tip 1 kan
orneklerinde de gozlenmistir [70]. Zayif D Tip 2 genotipinde gozlenen CCee Rh
altgrubu Fransa kaynakli bir ¢aligmada tespit edilmis fenotiplerdendir [71]. Zayif D Tip
11 genotipindeki 9 kiside gozlenen Ccee ve parsiyel DFR genotipindeki
bagiscilarimizda tespit edilen Ccee, ccEe ve Ccee Rh altgruplart daha 6nce bu varyant
genotiplerinde gozlenmistir [7, 69]. Zayif D tip 11 genotipinde bir bagisgida CCEe Rh
fenotipi gozlenmesi RHD(M2951) haplotip CDgee ile iliskili (Sekil 3-1) olabilecegi

distinilmiistiir.

Calismamizda beklenin disinda zayif D Tip 2 genotipinde 4 bagiscida Ccee
Zayif D tip 3 genotipinde bir bagisgida ccEe Rh altgrup fenotipleri (Tablo 4-25)
gozlenmistir [7, 69].

Varyant D genotiplerinin siklig1 irk ve etnik kokene gore degismektedir [6]. Bati
toplumlarinda anti-D olusumuna en ¢ok neden olan parsiyel DVI, zayif D bagisct
populasyonundaki en sik izlenen varyanttir ve serolojik zayif D fenotipler i¢inde siklig1
en fazla olan parsiyel D ( %5) olarak bildirilmektedir [66]. Zayif D Tip 1, 2 ve 3
genotiplerinin beyaz 1rk insanlar1 iizerinde calismalarinda toplamda %90’a varan
oranlarda sik olarak saptandigi ve anti-D olusumuna neden olmadiklar1 bilinmektedir
[6]. Bizim ¢alismamizda en sik olarak gozlenen varyant D genotipi beyaz irkta nadiren
gozlenen parsiyel DFR genotipinin olmasi ve zayif D Tip 1, 2 ve 3 genotiplerinin
sikliginin beyaz 1irkda beklendigi kadar yiiksek olmamasi lilkemizde molekiiler diizeyde

caligmalarin sayica artirilmasi gerekligini ortaya koymaktadir.

Varyant D fenotipindeki bireyler D antijeni ile karsilagtiklar1 zaman
(transfiizyon, gebelik vb.) sahip olmadiklar1 D epitopuna kars1 immiinize olabilmekte ve
bu durum hemolitik transfiizyon reaksiyonu ve yenidoganin hemolitik hastalig

acisindan risk yaratmaktadir.
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Gelisen poliklonal ve monoklonal antikorlar kullanilarak zayif D fenotipi daha
kolay bir sekilde taninmakta ve rutin Rh tiplendirmede D negatif saptanan kisilerin
zayif D / parsiyel D fenotipi IAT ile gosterilebilmektedir. Bu nedenle tim D negatif
alicilara IAT ile dogrulama testi yapilmaktadir. Ancak rutin kan bankacilig1 testlerinin
tespit edemedigi tanimlayamadigi varyant D (Dt gibi) tipleri bulunmaktadir. Dt
genotipindeki kisilerin tespit edilebilmesi icin eliisyon/adsorbsiyon gibi 6zellikli
testlerin de serolojik olarak yapilmasi gerekmektedir. Ayrica calismamizda 6 kan
bagiscisinin (%9) varyant D genotipi tanimlanamamistir. Bu 6rneklerin tanimlanmasi
icin bizim kullandigimiz molekiiler testten farkli testlerin de uygulanmasi
gerekmektedir. Gerek eliisyon/adsorbsiyon testleri gerekse molekiiler testler personel,
donanim, maliyet ve mekan gereklilikleri kadar saglikli ve dogru kosullarda
gerceklesmesi gereken zahmetli testlerdir. Ulkemizdeki hastane tranfiizyon merkezleri
eliisyon/adsorbsiyon gibi 6zellikli immiinohematolojik ve molekiiler testleri yapacak
nitelikte personele, yeterli donanima ve mali imkana sahip degildir. Rutin kan merkezi
hizmetinin yogunlugu ve klinik kan ihtiyacinin acil kosullarda karsilanma zorunlulugu
bu ozellikli testlerin transfiizyon merkezlerinden ayri ileri immiinohematolojik ve
molekiiler testlerde 6zellesmis merkezlerde yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Gelismis tlkelerde transfiizyon merkezlerinde varyant D fenotipinde tespit edilmis kan
ornekleri eliisyon/adsorbsiyon ve farkli molekiiler testleri yapabilecek donanima ve
deneyime sahip “Immunohematoloji Referans Laboratuvarlari™na gonderilerek RhD
tiplendirmeleri yapilmaktadir. Cogu gelismis iilkede “Immunohematoloji Referans
Laboratuvarlari”nin katkilartyla RhD genotipleme i¢in standartlar ve algoritmalar
belirlenmis bulunmaktadir. Ulkemizde hastane transfiizyon merkezleri disinda
“Immunohematoloji Referans Laboratuvarlari”nin olusturulmasi ile serolojik RhD
tiplendirme tekniklerini tamamlayict hizli metodlar belirlenecek, kan bagiscilarinin RhD
genotiplemesi i¢in gerekli standartlarin ve algoritmalarin belirlenmesi saglanacak,
maliyet etkinligini artirilacak ve en Onemlisi belki de transfiizyon kazalarimin siklig

azalacaktir.

Bizim c¢alismamizda bagis¢ilarimizda % 0,12 olarak saptanan varyant D
genotipleri orant goz oniline alinirsa hastane kan merkezimizde bile yilda yaklasik 40
donoériin varyant D genotipi ve dolayisiyla varyant D antijeni tasidigi anlasilmaktadir.
Kullanilan yontemlere bagli bu bagis¢ilarin D negatif olarak degerlendirilmeleri

durumunda en az 40 kisinin D antijeni ile immiinize edilecegi agiktir. D antijeninin
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immiinojenitesinin % 70 oraninda oldugu diisiiniiliirse varyant D genotipini saptamanin

O6nemi daha iyi anlagilacaktir.

Sonug olarak varyant D genotipleri acgisindan ¢alismamizda elde edilen veriler
beyaz irktaki literatiir bilgileri ile farklilik, zayif D genotiplerin parsiyel D genotiplere
oranla daha fazla gozlenmesi bakimindan da benzerlik gostermektedir. Gerek
transflizyon reaksiyonlar1 sonrasi gerekse de hamilelikler sirasinda zayif D / parsiyel D
antijen pozitif eritrositlerle karsilasma transflizyon tibb1 agisindan 6nemli klinik
tablolara neden olmaktadir. Bu nedenle tilkemizde zayif D / parsiyel D fenotipi olan kan
bagiscilarinin RhD genotiplemeye yonelik ¢aligmalarina agirlik verilmesi ve bu testlerin
“Immunohematoloji Referans Laboratuvarlari”nin olusturularak yapilmasinda yarar

bulunmaktadir.
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HAM VERILER
DIREKT ZAYIF D
no ke ANTIKOR 1 ANTIKOR 2 ANTIKOR 3
yas - |cinsivet|, oo DRX |DVI+ DRX |DVI+
elk?2
1 ORH + 45 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
2 ARH+ (26 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
3 ARH+ [37 |1 1 WEAK [0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
4 ARH+ [39 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
5 BRH+ |47 |1 1 WEAK [0 1 1 PARTIAL [0 1 0 PARTIAL
6 |oRH+ [20 |2 0 NEG |0 3 3 PARTIAL [0 2 0 PARTIAL
7 ORH + 49 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
8 ORH + 23 1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
9 ARH+ [25 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
10 |ARH+ [20 |1 3 WEAK |3 1 1 WEAK 3 1 0 WEAK
11 |ARH+ [40 |1 1 WEAK o 0 0 NEG 0 0 0 NEG
12 |ARH+ |41 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
13 |ARH+ [25 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
14 |ABRH+ [35 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
15 |[oRH+ [36 |1 3 WEAK |3 1 1 WEAK 3 0 0 WEAK
16 |ARH+ [45 |1 0 NEG 1 1 1 WEAK 0 0 0 NEG
17 |[oRH+ [23 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
18 [oRH+ [31 |2 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
19 [ARH+ |41 1 0 NEG 0 2 2 PARTIAL |o 1 0 PARTIAL
20 [ARH+ [39 |1 3 WEAK (3 1 2 WEAK 3 0 0 WEAK
21 |ARH+ |39 |2 3 WEAK (3 3 3 WEAK 3 3 3 WEAK
22 [oRH+ (33 [1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
23 [BRH+ [21 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
24 |ARH+ [43 |1 0 NEG 1 0 0 WEAK 0 0 0 NEG
25 [oRH+ [42 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
26 [BRH+ [43 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
27 [oRH+ [31 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
28 [BRH+ [34 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
29 [BRH+ [20 |1 0 NEG 0 2 2 PARTIAL |0 1 1 PARTIAL
30 [oRH+ (33 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
31 |ARH+ |29 |1 3 WEAK |2 2 1 WEAK 2 2 2 WEAK
32 |ABRH+ (33 |1 2 WEAK [0 3 3 PARTIAL |1 3 3 WEAK
33 |ARH+ |34 1 1 WEAK (3 1 1 WEAK 1 1 1 WEAK
34 [0ORH+ |36 |1 0 NEG 0 2 2 PARTIAL |0 1 2 PARTIAL
35 |ORH+ 25 1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 1 WEAK
36 |ARH+ |51 1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 3 NEG
37 |ARH+ |42 1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 3 NEG
38 |ORH+ |49 1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
39 |ORH+ 50 1 2 WEAK (O 3 2 PARTIAL |1 3 3 PARTIAL
40 |ARH+ |49 1 3 WEAK (3 3 3 WEAK 4 4 4 POZ
41 |ORH+ |31 1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
42 |ORH + 35 1 0 NEG 2 1 1 WEAK 0 0 0 NEG
43 |ARH+ |36 1 3 WEAK (2 1 0 WEAK 2 2 1 WEAK
44 |IBRH+ |43 |2 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
45 |ARH+ |38 1 3 WEAK (1 1 1 WEAK 3 3 3 WEAK
46 |ORH+ |38 |1 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
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DIiREKT ZAYIF D
ANTIKOR 1 ANTIKOR 2 ANTIKOR 3
no |KG yas [cinsiyet
elk2 |DRX D RX |DVI+ D RX |DVI+
47 |BRH+ |42 |1 0 NEG |0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
48 |ARH+ (24 |1 3 WEAK [0 1 1 PARTIAL |2 2 2 WEAK
49 |ARH+ |32 |1 1 WEAK [0 3 3 PARTIAL |1 3 3 PARTIAL
50 |ORH+ (38 |1 3 WEAK |2 1 1 WEAK |3 3 1 WEAK
51 [ORH+ |31 |1 2 WEAK |3 3 1 WEAK |2 2 2 WEAK
52 |ARH+ (27 |1 2 WEAK [0 3 3 PARTIAL |3 3 3 WEAK
53 [ORH+ [27 |1 3 WEAK [0 1 1 PARTIAL |3 3 2 WEAK
54 |ORH+ (30 |2 3 WEAK [0 0 0 NEG 3 3 2 WEAK
55 [0ORH+ |52 |1 3 WEAK [0 1 1 PARTIAL |1 0 0 WEAK
56 |ORH+ (31 |1 0 NEG |0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
57 [ARH+ |41 |1 0 NEG |0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
58 |ARH+ [25 |1 3 WEAK |2 1 0 WEAK |2 2 0 WEAK
59 |BRH+ (24 |1 3 WEAK |3 3 1 WEAK |3 3 3 WEAK
60 |BRH+ (33 |1 0 NEG |0 2 1 PARTIAL |0 1 1 PARTIAL
61 [ORH+ |37 |1 0 NEG |0 2 1 PARTIAL |0 2 1 PARTIAL
62 [ORH+ |40 |1 2 WEAK |2 2 0 WEAK |3 3 2 WEAK
63 [BRH+ |20 |2 0 NEG |0 0 0 NEG 0 0 0 NEG
64 [ORH+ |32 |1 3 WEAK |2 1 0 WEAK |2 2 2 WEAK
65 [ORH+ [40 |1 0 NEG |0 3 2 PARTIAL |1 3 3 PARTIAL
66 |BRH+ (38 |1 0 NEG |0 3 3 PARTIAL |0 3 3 PARTIAL
67 |BRH+ |1 |1 1 WEAK [0 3 3 PARTIAL |0 3 3 PARTIAL
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INDIREKT ZAYIF D TESTI
e . e RH ALTGRUP
ANTIKOR 6 |ANTIKOR 4 |ANTIKORS .
o Direkt
Coombs
Kii
EX EX EX C cik(E [e [Kell
C rh altgrup C/cEfe
1 2 WEAK |1 WEAK |2 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 |4 C+c+E-e+ K+ Ccee
2 1 WEAK |1 WEAK (1 WEAK |NEGATIF|4 4 (o (4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
3 |3 [weax |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0O [4 |4 (4 |o C-c+E+e+ K-Cw-  |ccEe
4 |2 |WEAK |1 WEAK |2 WEAK [MEGATIF|4 |4 |0 [a |o C+c-E-e4, K-CW-  |Ccee
5 |3 |WEAK |[3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|4 0 o |4 (o C+c-E-e+, K-CW-  |CCee
6 |a [WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF[4 |4 [0 |4 |o C+c+E-e+4, K-Cw-  |Ccee
7 2 WEAK |1 WEAK |2 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 [0 C+c-E-a+, K- Ccee
3 1 WEAK |1 WEAK (2 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
o2 WEAK |1 WEAK |2 WEAK |NEGATIF|4 4 |10 (4 |0 C+c+E-2+, K-Cw- |Ccee
10 |4 WEAK (3 WEAK |4 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 |0 C+ct+E-e+ K-Cw-  |Coee
11 |3 WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0 4 (4 (4 |0 C-c+E+e+, K- ccEe
2 |3 WEAK (2 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0 4 14 (4 |0 C-c+E+e+, K-Cw-  |ccEe
13 |1 WEAK |1 WEAK |2 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 |0 C+c+E-e+, K-CW-  |Ccee
14 |2 WEAK (2 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0 4 14 [4 |0 C-c+E+e+, K- ccEe
15 |3 WEAK (3 WEAK |4 WEAK |NEGATIF|4 4 |0 (4 |0 C+c+E-2+, K-Cw- |Ccee
16 |2 WEAK |1 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|4 4 |10 (4 |0 C+c+E-e4, K- Ccee
17 |1 WEAK |1 WEAK |2 WEAK |NEGATIF|4 4 10 [4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
18 |2 |WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0 |4 |4 [4 |o C-c+E+e+, K-Cw-  |ecEe
19 |2 |[weak |1 |wEaK |3 weAK |NEGATIF[* |0 |© |* [0 |cicEe+ KCw-  |cCee
20 |3 WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 (0 C+c+E-e+4, K-CW-  |Ccee
21 |4 |WEAK |4 WEAK (4 WEAK |NEGATIF|4 4 4 0 C+c+E-e+ K- Ccee
22 03 WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0 4 14 (4 |0 C-c+E+e+, K- ccEe
23 |3 |WEAK |2 WEAK |3 WEAK [NEGATIF|0 4 C-c+E+e+, K- ccEe
24 13 WEAK (3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|4 0 (o (4 |0 C+o-E-e+, K- CCee
25 |13 |WEAK |2 WEAK |3 WEAK [NEGATIF|O 4 (2 (a2 |4 C-c+E+e+, K+ ccEe
% |3 |[wEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF[0 |4 |4 |4 |0 |cciErer, K ccEe
27 |3 WEAK (2 WEAK |3 MEGATIF|0 4 (4 (o (0 C-c+E+e+, K- ccEe
28 |3 WEAK (2 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|0 4 14 (4 |0
C-c+E+e+, K- ccEe
2 3 WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 (0 C+c+E-2+, K- Ccee
3 2 WEAK |1 WEAK |2 WEAK |NEGATIF[0 4 (4 (4 (0 C-c+E+e+, K- ccEe
i1 |3 WEAK |3 WEAK |3 WEAK |NEGATIF|4 4 (0o (4 (0 C+c+E-2+, K- Ccee
32 |4 WEAK (3 WEAK (4 WEAK  |NEGATIF|4 4 10 (4 |0 C+c+E-e+, K- Ccee
33 |3 WEAK (3 WEAK (3 WEAK |MEGATIR4 a (0o (4 |0 CH+c+E-e+, K- Ccee
34 |3 WEAK |3 WEAK |3 WEAK |MEGATIH4 4 (0 (4 |0 C+c+E-e+ K- Ccee
33 |0 |WEAK |1 WEAK |1 WEAK |MEGATIH4 (4 |0 |4 [0 C+c-BE+e+, K-Cw-  |CCEe
6 |3 WEAK (3 WEAK (3 WEAK |MEGATIRO 4 14 (4 |0 C-c+E+e+, K-Cw-  |ccEe
37 |3 |WEAK |3 WEAK |3 WEAK [MEGATIHO |4 |4 [0 [0 C-c+E+e+, K+CW- |ccEe
3|3 WEAK |1 WEAK |3 WEAK |MNEGATIHOD 4 (4 (4 |0 C-c+E+e+, K- ccEe
3% |1 |WEAK |4 WEAK (4 WEAK |MEGATIH4 4 (0 (4 (0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
40 |4 |WEAK |4 WEAK |4 WEAK. |NEGATIRO o |4 (4 (0 C-c+E+e+, K- ccEe
4 |3 |wEAK |2 |WEAK |3 WEAK [NEGATIRO |4 (4 (4 |0 |Cc+Eves, K- ccEe
42 |3 |WEAK |3 |WEAK |3 WEAK |MEGATIR4 |4 |0 (4 [0 |C+c+Ee+, KOw- |Ceee
43 |14 WEAK (3 WEAK |4 WEAK |MEGATIH4 4 (0 (4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
44 13 WEAK (3 WEAK (3 WEAK |MEGATIHD 4 (4 (0 |0 C-c+E+e-, K-Cw-  |ccEE
43 |3 |WERK |2 WEAK (3 WEAK |NEGATIH4 |4 |0 (4 |0 C+c+E-e+, K-Ow-  |Ceee
46 |3 WEAK (2 WEAK (3 WEAK |MEGATIRO 4 14 (4 |0 C-c+E+e+, K- ccke
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INDIREKT ZAYIF D TESTi

ANTIKOR 6 [ANTIKOR4 [ANTIKORS5 . RHALTGRUP
no Direkt
Coombs
Kii
RX RX RX C |cik|(E |e |Kell
C rh altgrup C/cE/e

47 |2 WEAK |1 WEAK |1 WEAK |NEGATIR4 4 [0 |14 |0 C+c+E-e+, K- Ccee
48 |14 |WEAK |3 WEAK (3 WEAK [NEGATIA4 0O |0 |4 ]0 C+c-E-e+, K- CCee
49 |4 |WEAK |4 [WEAK |3 WEAK [NEGATIH4 |4 |0 |4 |0 [C+c+E-e+ K-Cw- |Ccee
50 |4 |WEAK |3 WEAK (3 WEAK |NEGATIH4 (4 |0 [4 |O C+c+E-e+, K+ Ccee
51 (4 [WEAK (3 WEAK (3 WEAK |NEGATIRO 4 14 14 |0 C-c+E+e+, K- ccEe
52 |4 WEAK |4 WEAK |3 WEAK |NEGATIR4 4 10 |4 |0 C+c+E-e+, K- Ccee
53 |4 [WEAK |3 WEAK [3 WEAK |NEGATIH4 (4 |0 [4 |0 C+c+E-e+, K- Ccee
54 (4 [WEAK (3 WEAK (3 WEAK [NEGATIA4 4 10 |14 |0 C+c+E-e+, K- Ccee
55 |4 WEAK |4 WEAK, (4 WEAK [NEGATIRO 4 (4 |14 |0 C-c+E+e+, K- ccEe
56 (3 WEAK |2 WEAK, |3 WEAK [NEGATIRO 4 14 |10 |0 C-c+E+e+, K-Cw- |ccEe
57 |3 |WEAK |1 |WEAK, |3 WEAK [NEGATIHO 4 |0 |4 |0 |c.ctE+e+, K-Cw- |ccEe
58 (4 [WEAK (3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIR4 0O |0 |4 |0 C+c-E-e+, K-Cw- |CCee
59 |3 WEAK |3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIA4 4 10 |4 |0 C+c+E-e+, K-Cw-  |Ccee
60 |3 WEAK |3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIA4 4 10 |14 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
61 (3 WEAK |3 WEAK, |3 WEAK |NEGATIH4 4 10 |14 |0 C+c+E-e+, K-Cw-  |Ccee
62 (3 WEAK |3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIRO 4 10 |14 |0 C-c+E-e+, K-Cw- |ccee
63 |3 WEAK |3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIRO 4 14 |10 |0 C-c+E+e+, K-Cw- |ccEe
64 |4 WEAK |3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIR4 4 10 |4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
65 (4 [WEAK (3 WEAK, |3 WEAK [NEGATIA4 4 10 |4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
66 |4 |WEAK |4 WEAK, |4 WEAK [NEGATIA4 4 10 |14 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee
67 |4 WEAK |4 WEAK, (4 WEAK [NEGATIR4 4 [0 |4 |0 C+c+E-e+, K-Cw- |Ccee




PZR TESTI
VARYANT TiPi
no
GENOTIP |W/P
1w WEAK
2w WEAK
3 |ws WEAK
4 (Wil WEAK
5 [DFR PARSIYEL
6 |DFR PARSIYEL
7wl WEAK
8 [wii WEAK
9 [wi WEAK
10 w1 WEAK
11 (w3 WEAK
12 [wis WEAK
13 [wil WEAK
14 [Wi1s WEAK
15 w1 WEAK
16 [UKNOWN [UNKNOWN
17 (w11 WEAK
18 |[wi1s WEAK
19 [DFR PARSIYEL
20 (w1 WEAK
21 (w3 WEAK
22 |wi1s WEAK
23 [Wi1s WEAK
24 (w1 WEAK
25 w15 WEAK
26 |wis WEAK
27 |wis WEAK
2 \wis WEAK
29 |DFR PARSIYEL
30 |W15 WEAK
31 (w1 WEAK
32 |Dva PARSIYEL
33 |[UKNOWN [UNKNOWN
34 |DFR PARSIYEL
35 (wil WEAK
36 |wi1s WEAK
37 |W15 WEAK
38 |[wis WEAK
39 |Dva PARSIYEL
40 [DFR PARSIYEL
41 |W15 WEAK
42 (W2 WEAK
43 (w1 WEAK
44 W15 WEAK
45 (W2 WEAK
46 |W15 WEAK

PZR TESTI
VARYANT TiPi
no
GENOTIP |W/P
47 |W11 WEAK
48 |W2 WEAK
49 |W2 WEAK
50 |W2 WEAK
51 |UKNOWN |UNKNOWN
52 |DFR PARSIYEL
53 |W1 WEAK
54 |W1 WEAK
55 |W2 WEAK
56 |W15 WEAK
57 |UKNOWN [UNKNOWN
58 |UKNOWN |UNKNOWN
59 |UKNOWN |UNKNOWN
60 [DFR PARSIYEL
61 |DFR PARSIYEL
62 |DAU PARSIYEL
63 |W15 WEAK
64 |W1 WEAK
65 |DFR PARSIYEL
66 |DVa PARSIYEL
67 |DVITIiP3 |PARSIYEL

87



88

ETIiK KURUL KARARI
1.6 eq,\)&‘.’”f""e N\
ISTANBUL UNIVERSITESi [/ \( ’:& \
ISTANBUL TIP FAKULTES] ® @:{. s
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU N
%, Tip A8

Sayi : 2022 Tarih : 08.12.2011

Konu : Prof. Dr. Fatma SAVRAN OGUZ hk,

Sayin Prof. Dr. Fatma SAVRAN OGUZ

Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Ogretim Gérevlisi

ilgi :Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinin 24/11/2011 giin ve 574 sayili yazisi

Sorumlu arastiriciliging Ustlendiginiz 2011/1906-825 dosya numarall "Kan merkezine bagvuran
bagiscilarda RhD genotiplerinin dagihmi” baslikli calisma kurulumuzun 30.11.2011 tarihli 06 sayill
toplantisinda etik yonden incelenmis olup, tutanaklar ekte sunulmustur

Bilgilerinize rica ederim

Prof.Dr. A. Yagiz URESIN

istanbul Tip Fakltési Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Baskani

Eki: Tutanak



89

z [ Belge Adi Tarihi | Versnon Numaras: T 1’
£ ARASTIRMA PROTOKOL) 06102011 | - | ruskce m Diger |
a T e s e S T e e ——
é; jll GILENDIRIL MIS GONUY 11 ()ILRL)RjE o | Tirkee 71 ingilizee [ Diger 3
= p = ——— T T = —
5“§ OLGU RAPOR $ FORMU = - lu;_k_iu L Ingilizee []  Diger [
£ »\RASIIR\[ \ nRowRu 5 - Ingilizce Diger O
uu,_. Ad Jr I easiaias Ac,}'d;ma | = .
n Rku E rlu T ORNEC Gl - D
x SI(J()RIA T e
b - il
= T s s
Qo -_—
= S R
2
& B e s )
o
< it e _
c |
z —— — sz = s o T O e
- \H !H\ BIH)]RI\I
e e E — —
5 [SONUCRAPORU , 7__F L -
d_-l GUVENLIL lk HILI)IRII\II IRI ;
f DIGER. - B | Anabilim Dali Bagkaniiz Ust Yaz) ve Akademis Kurul Karan, Literatar | Kaynag, Sorumiuisk
\_: Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, igili Elemanlann Bigilendirildigine Dai Belge, CV, CD |
s s T ———————
= t\am N6 [ Tarit: 30112010 J
:’:; Istanbul Universitest Istanbul T | Tip Fakaltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda gﬁm'h Prof. Dr. Fatma SAVRAN 0GUZ'un wrumlulugund'l yurttecek |
5‘ < vukanida bilgileri verilen aragtirma bagvura dosyass ile Hlgili belgekr arastimamn gerekge. amag, yaklagim ve vontemleri dikkate alinarak incelenmis,
ZE gu\,dflc;unlmumd( etk ve | t?l'llll\k| sakinca lmlunmndlgnm (upl.mu\a k'mlnn Etk Kurul iye tam ¢ lam sayisin salt copunlugu ile Karar verilmigtir

IS'I A\IBU e l‘ \I\L ,\b'llRMALARI ET ll\ I\URULl'

LKI.ISMA?S_.‘{ ‘-l . J 19.08. 20II l.mhli 28030 umh Resmi (uuctede yayinlanan Klinik Arnsurmular linkkmdalu \l)netmdlk

BASKANIN U NII:\DI/SO\ Al)l Prof. Dr. A, Yaglz URESIN o o o e
—— l'r;\-unnﬁ\du.'So_\a(;l—‘—Fl zmanhk Alam Kurumu [= Cinsiyet Araif:';'i“: iie Katihim ** T

Prof Dr. Berrin UMMAN *Kardiyoloj 1:::::’;:;&:‘;":,’:;;‘:3" JED [km |EC .

Prof Bl:“Ahmet GUL ji R ;'lpFTunosl 7 rm | K 4| L)
I o Sl et e

Prof. Dr. OguzhanicT);AN . Néroloji T is{an&ﬁg F;umtesl“/

Y, Dr. Pinar SAIP | Onkon;p 1o Onkolofis—mtl;i; R

Dr. Muhtar GOKAR | osomtolog | gm-;:g,:"v"*e""_ 7

Prof.Dr. Aysen BULIJ‘F o Halk Sagha: ) Emekli

Dog.Dr. Tufan TUKEK | o Hastatidan Er e e

Prof Dr UnaHKUZGUN Ortopedi Sisli Etfal E. ve Ars. Hst

Prof. Dr. Ahmet O. ARAMAN Eczacilik 1.0, Eczacilik Fakiitesi

Av. Dilek TEMIZ OZBEK Hukukgu Istanbul Universitesi

F_;o—f Dr Demir TIRYAKI Biyofizik Emekli EL fym |EC |ym -TiAllLanE

M . Kerim AKMAN SOF Nugt Ozel (Exonomist) 0 K e [ ED |y | Tramumo
N " | ewortagenx | 10 lstanbul Tip Fakuitasi ] . [T i

Dr. Sevda OZEL | Bwoistaustk | :?';'x;fs';’;h‘;:kj"- a '“j_- km |EC

T % Arastimaile ligki
** Toplantida Bulunma

atoree——— ST LT ————

Sayfa 2



KAN MERKEZINE BASVURAN BAGISCILARDA RHD

INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI

GENOTIPLERININ DAGILIMI

90

ORIWINALLIK RAPORU

%o

%4 % 3 % 1

BENZERLIK ENDEKSI INT ERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

www.diamed.com.tr
Internet Kaynag:

%1

Submitted to Adnan Menderes Universitesi <o 1
Ogrenci Odevi Yo

Daniels, Geoff. "Variants of RhD - current <y 1
testing and clinical consequences”, British °
Journal of Haematology, 2013.
Yayin
www.slideshare.net

Internet Kaynag: <0/0 1
tphd.org.tr

|nIt:)ernet Kaygna§| <0/0 1

n Daniels. "Rh Blood Group System", Human <o 1
Blood Groups, 05/05/2002 %
Yayin
Submitted to Istanbul Universit

Ogrenci Odevi y <0/01




