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GIRIS

I¢inde bulundugumuz yiizyihn ikinci yarisinda teknolojinin hizl1 geligimi ile birlikte
yeni bilgilerin ortaya konmasi, kan gruplarinin kullamim alanini yayginlagtirmagtir.

Populasyonlara gore onemli degisiklikler gosteren sikliklar ve wrksal farkliliklarn
(ayrimlagma veya yakinlagma) ortaya konmasi, antropolojide yeni aragtirma alanlan
meydana getirmistir(30,41,79).

Ikinci diinya savasi ve sonrasinda; total kan veya kan iiriinlerinin tedavide
kullanimi, immiinizasyon, serodiagnostik testlerin prenatal tanida kullanimi, doku ve organ
greftlerinde doku tiplendirilmesi, otoimmiin orjinli hastaliklarin tanimlanmasi sonucu
yogunlagtirilan aragtirma alanlani ile, tedavi ve profilaksi yontemlerinin geligtirildigi
bilinmektedir(2,16,26,41).

Kan gruplan ile ilgili ¢aligmalarda, kalitimsal kan hastaliklaninin (Sickle cell,
hemoglobinopatiler, vb.) tanimlanmasi ile molekiiler genetik, insan genetiginin ana bilim
dallarindan biri olmugtur(41).

Kan ve kan iriinleri, Adli Bilimlerde de; paternitenin saptanmasi, lekelerin ve
biyolojik artiklarin kimliklendirilmesinde ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadur.

Kan gruplar ile ilgili galigmalar, hukuk sistemini yonlendirecek nitelikte olumlu
katkilar saglayabilmektedir. Bir sugun aragtinlmasinda; olay yerinde, giysilerde veya sug
aletleri iizerindeki kan veya lekelerinin, magdur veya sugluya ait olup olmadigmin
saptanmasi, birden fazla suglunun s6z konusu oldugu durumlarda herbirinin

kimliklendirilmesinde yardimci olabilmektedir(43). Bununla birlikte giintimiizde kan
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gruplarinin  Adli Bilimlerde en sik kullamim alanmmin paternite tayini oldugu
goriilmektedir(16,19,28,37,43).

Ulkemizde kan gruplarimn Adli Tip Bilimi uygulama alanina girisi oldukga yenidir.
Heniiz birkag biiyiik ilimiz diginda, Adli amagl kan gruplarinin ortaya konmasina yénelik
calismalarin yapilmadig: bilinmektedir(5,46,47,67,68,69).

Adli Serolojide; kan grup ve subgruplan ile polimorfik enzim sistemlerinin
kullanimim takiben 1985'de Jeffrey tarafindan ortaya konan DNA Fingerprint ve izleyen
yillarda yeni tekniklerin geligtirilmesi, bu alanda ¢ok 6nemli ve hizli adimlarin atilmasina
yol agmigtir (35,53). Ancak genotipik &zelliklerin DNA analizi ile aywrd edilmesi
oncesinde, ana kan gruplann ve subgruplarinin o toplumda rastlanma siklifinin da
saptanmas1 gerckmektedir. Yazili kaynaklar incelendiginde; Tiirkiye genelinde ve
yoremizde ana kan gruplarn ve subgruplan siklig:i ile ilgili saglikli veri tabaninin
bulunmadi@ goriilmektedir.

Bu amagla yoremizdeki ana kan gruplarina ve subgruplara rastlanma sikligim
saptamak amactyla projeler baglatilmasi planlanmistir. Ana kan gruplan ve subgruplarin
saptanmasinda kullanilan yéntemler goézden gegirilerek genel bilgiler boliimiinde
aktarilacak nedenlerden, microplate yontemi ile aglutinasyon reaksiyonlarina dayanan
yontemin oturtulmas: planlanmigtir. Bu ¢aligma sozii edilen bir seri projenin 6n

basamagim olugturmaktadir.



GENEL BILGILER

1901 yilinda Landsteiner'in kendine Nobel 6diilii kazandiran ABO kan gruplarim
tanimlamasi, bu alandaki en 6nemli basamaktir. 1908'de Ottenberg ve Epstein, kan
gruplarinin kalitim yoluyla yeni kugaklara aktarildigini belirtmig, 1910'da Von Dungen ve
Hirszfeld kalitimin Mendel kurallarina gore oldugunu gostermis, 1924'de matematikgi
Bemstein'in verileri ile kalitimsal gegis kesinlik kazanmistir(2,51,54).

Levin ve Stetson'un 1939'da, Landsteiner ve Wiener'in 1940'da, Rh gruplanni ve
bu gruplann yenidoganin hemolitik hastaligimdaki rollerini bulmalari; bu konudaki ikinci
6nemli basamagi olusturmugtur(51).

1950'li yillar ve 1960'larin ilk yillarinda Morgan, Watkins, Kabat ve meslektaglar;
ABH ve lewis kan grup sistemlerinin kimyasal yapilann iizerine genis galigmalar
yapmiglardir. Bu galigmalar, ABH ve Lewis antijenik yapilarinin spesifik 6zelliklerinin ve
karbonhidrat zincir dizilimlerinin ortaya konmasimi saglamigtir. Difer taraftan bu
¢aligmalarda; baglantili iki antijenin 6nciil madde ve son iiriin iligkileri ortaya konmugtur.
Karbonhidrat yapisim1 belirleyen gen iiriiniiniin de glikosiltransferazlar oldugu
bﬁlunmustur. Bu kavram, sonradan Ginsburg, Watkins ve meslektaglant tarafindan
enzimatik caligmalar ile kesinlik kazanmigtir(73). 1980'i yillarda DNA analiz
yontemlerinin gelismesine paralel olarak ABO kan gruplarinin ve varyantlarimin DNA
dizilimi ve aralarindaki farkliliklar da ortaya konmugtur(73,74,75,76,77).

ABO kan gruplant kegfinden sonra birgok kan grup sistemi ve alt gruplan

kesfedilmigtir. Major kan grup sistemlerilABQO, Rh, Lewis, MNSs, Duffy, Kidd, Kell,
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Lutheran) yanisira; yalnizca mongoloid insanlara karekteristik gibi goziiken Diego sistemi,
sex gecigli xg sistemi, insanlarm biiyiikk kisminda bulunabilen ¢ok sayida genel
antijenler(Vel, Yt*, Sm,...), tek veya birka¢ ailede saptanmig 6zel antijenler(Levay, Wr*,

Be*, By,...) tamimlanmg ve listeler halinde verilmistir(20,51,60,65).
ABO KAN GRUPLARI

ABO KAN GRUBU ANTIJENLERI:

1901 yilinda Landsteiner, insanlar eritrositlerindeki antijenik 6zelliklerine gore dort
gruba ayirmigtir. Bunlarda eritrositlerinde A antijeni (aglutinojen) bulunduranlara A, B
antijeni bulunduranlara B, her iki antijeni de bulunduranlara AB ve her ikisinden de
yoksun olanlara O grubu adim vermistir(2,10,16,20,26,51).

ABO kan gruplan 9 nolu kromozomda 3 allel gen seklinde bulunmakta ve Mendel
kanunlarma gore kalitilmaktadir(69,62). A, B ve O genleri 354 amino asitten olugmaktadir.
A ve B genleri arasindaki farkin 7 niikleotid yer degisikligi sonucu olusan 4 amino asit
farklilig1 oldugu, O allellerin ise; N-terminal uca yakin tek baz delesyonu ‘ile karekterize
oldugu belirtilmektedir(64,73,74,75).

Eritrositlerin A, B veya H 6zgiinliigii hiicrelerin geligimi sirasinda genetik olarak
kontrol edilen enzimlerin aktivitesi ile olugmaktadir. A\ B ve H genlerinin iiriinleri
glikosiltransferaz olarak adlandirilan enzimlerdir. Glikosiltransferazlar hiicre membranim

degistirerek A ve B antijenlerinin sentezine yol agarlar(60,62,64).
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Onciill madde, membran glikosfingolipid ve glikoproteinleri ile ilgili bir

oligosakkariddir. Eritrositler ve sekretdr antijenlerin 6nciil maddesi, iki tiptir. Bu onciil

maddelerin kimyasal 6zellikleri gekil 1'de gosterilmigtir. Tip 1 ve tip 2 olarak adlandirilan

iki zincir arasindaki temel fark; terminal galaktoz ve subterminal N-asetilglukozamin

arasindaki baglanti nedeniyledir. Tip 1 zincirinde baglanti N asetilglukozaminin

3 karbonuyladir (1--->3). Tip 2 zincirinde baglanti aym gekerin 4. karbonuyla (1-->4)

yapilmaktadir(60,64).
Tip1
CH,0H CH,OH

D - Galactose
(Gal)

N - Asetilgiukozamin
(GlcNACc)

D - Galactose
(Gal)

N - Asetilglukozamin
(GlcNAc)

OH NHCOCH,

Sekil 1: Tip 1 ve Tip 2 H zincirleri (64).
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Eritrosit ABH antijenleri genelde tip 2 6nciil maddesinden olugurlar. Sekresyonlar
ise, tip 1 ve tip 2 'nin her ikisini igermektedir(60,64,73). Eritrositlerde tip 1 zincirleri
bulundugu zaman, plazmadan alinmis oldugu belirtilmektedir(64). Hakomori, onciil
maddeleri 4 gruba ayirmistir; H1 ve H2 'nin her ikisi de diizdiir, ancak H2 daha uzundur.
H3 ve H4 ise dallanmig zincirlerdir, ancak H4 daha komplekstir(29,64,73). Sekil 2 'de
gorillen ve zincirin eritrosite girdifi yer arasindaki yapr, diiz bir zincir olabilir,

digerlerinden biraz daha uzun veya degigen oranlarda dallara ayrilmig olabilir.

H, Zincir
2 GalB1% 4 GIcNACR1® 3 Galg1» 4 Glc ™ » R
*
L - Fucol
H, Zincir
2 GalB1 % 4 GIcNAcR1 ™ 3 GalB1% 4 GicNAcR1™ 3 GalR1™ 4 Glc » » R
: 3
L - Fuca
H; Zincir
2 GalB1= 4 GicNAcB1
: 3 :
L - Fuca1 3
GalB1% 4 GIcNAcR1 % 3 GalB1™ 4 Gilc ® » R
6
*
2 GalB1"™ 4 GIcNAcR1
*
L - Fuca1
H, Zincir

Zincirin sol Gst kisminda Gal81 - 4 GIcNA¢ ‘nin tekrar ederek dalin uzamas: harig Hi'e gok benzerdir.

Fuc: Fukoz, Gal: Galaktoz, Glc: Glukoz, GlcNac: N - Asetilglukozamin, R: Eritrosit

Sekil 2: H zincirlerinin biyokimyasal! yapilan (64).
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H ve h allellerinin iiriinii olan H transferaz, 6nciil maddeyi H maddesine
doniigtiiriir. H maddesi A ve B antijenlerinin 6nciil maddesidir. A veya B allelinin varlif1
ise, A veya B transferaz olugumunu saglar(29,60,62,73). H transferaz (alfa 2-L-
fukosiltransferaz), tip 1 veya tip 2 Onciil maddenin terminal galaktozuna bir fukoz
ekleyerek H maddesini olugturur. A transferaz (alfa 3-N asetilgalaktozamin transferaz), tip
1 veya tip 2 H maddesinin terminal galaktozuna N-asetil galaktozamin ilave ederek A
antijenini, B transferaz ise (alfa 3-D-galaktosiltransferaz) ayni pozisyona bir galaktoz
ekleyerek B antijenini olugturur. Sekil 3'de onciil maddeden antijen olugumu sematize

edilmektedir. Sekil 4, antijen olusumunun biyokimyasal yolunu gostermektedir.

Madde  Genler Madde Genler Antijenler

AveH

BveH

BO veya BB

/V

/ A Bt
Onciit Madde

AO AA
BO BB
AB 00

OnciMadde ___________ g,  Tayin edilemeyen

Sekil 3: Onciil maddeden antijen olusumu (51).




B-Gal-R
GDP - Fuc

H Transferaz GDP

B-Gal-R

L,

o - Fuc
(H - aktive)

UDP - GalNAc UDP - Gall

ubp UDP
Transferaz  Transferaz
o - GalNAc(1 - 3)8 - Gal- R- o -GalNAc(1-3)B-Gal-R
B-Gal-R B-Gal-R
k, b,
« - Fuc a - Fuc
(A - aktive) (B - aktive)

Sekil 4: ABH Antijenlerin biyokimyasal yolu (60).
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ABO sistem antijenleri; D-galaktoz, L-fukoz, N-asetilgalaktozamin ve N-
asetilglukozaminden olusan oligosakkaridlerdir. immunodominant gekerler, genellikle
antijenik determinant olarak adlandirilirlar. A antijenik determinantin immunodominant
sekeri N-asetilgalaktozamin ve B'ninki ise D-galaktozamindir. Sekilde goriildiigii gibi A
ve B'nin immiinodominant gekerleri 2. karbon noktasinda farklilik gostermektedirler(64).

Sekil 5, immiinodominant sekerlerin kimyasal yapisin1 géstermektedir.

CH,OH CH,OH
U U
OH OH
l —_R —_R
3 NHCOCH, 3 OH
A Immuonodominant geker B Immanodominant geker
N - Asetilgalaktozamin D - Galaktoz
(GalNAc) (Gal)
5
4 —~R
OH
OH 2
H [mmdnodominant geker
L - Fukoz
(Fuc)
$ekil 5: Immunodominant gekerlerin biyokimyasal yapilarn (64).
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A ve B antijenleri eritrosit hiicre membranmun, diger viicut sivilaninin ve 6zellikle
de epitelial hiicre membranlarinin integral pargalarimi olugturan kimyasal yapilardir(29,64).
A, B, AB veya O olarak eritrositlerin serolojik tamimlamalari bu monosakkaridlerin 6zel
dizilimlerine baghdir. Spesifiklik sadece herbir kan grubunun tek immunodominant seker
Ozelligine degil, aym zamanda dizilim ve immunodominant gekerin baglanacagi terminal
sekerlerin baglantisina da baghdir. A ve B grup eritrositler arasindaki major fark, bu iki
seker molekiilii arasindaki yapisal farkliligin sonucudur(60,62,64). Sekil 6, ABO

antijenlerinin biyokimyasal yapisim gostermektedir.

Prekirsér Zincir H - Antijen Zinciri
(Bombay, O,) (Ayni zamanda O Antijen) A - Antijen Zinciri
ANAHTAR
Eritrosit Eritrosit Cj Glukoz
<> Galaktoz
@ N - Asetilglukozamin
. L - Fukoz
. N - Asetilgalaktozamin
‘ D - Galaktoz
B - Antijen Zinciri AB - Antijen Zinciri

Sekil 6: Eritrosit membranindaki farkli kan grup antijenlerinin biyokimyasal yapitari (62).
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A ve B antijenleri eritrosit membran yiizeyinde yerlesmigtir. Grup A hiicreler
yaklagik 800.000 - 1.200.000 ug sayisina sahiptir. B grup hiicreler yaklagik 600.000 -
800.000 B antijenik uca, AB hiicreler 400.000 - 600.000 AB antijenik uca sahiptir. O grup
eritrositler yaklagik 1.700.000 H uca sahiptir(60).

ABO sistemi antijenlerinin erken intrauterin hayatta geligtigi ve 37 giinliik fetiisde
gosterildigi belirtilmektedir(20,51). Dogumdan sonra A ve B gruplarinin antijenik giiciiniin
arttifi, yaklagitk 3 yagindaki antijenik giiciin yasam boyunca stabil kaldig:
belirtilmektedir(51). Tablo 1, Yenidogan doneminden erigkin déneme dogru eritrosit

yiizeyinde var olan antijenik ug¢ sayisindaki artiglani gostermektedir(26,51).

Eriskinlerde Antijenik u¢ sayisi Yenidofanda antijenik ug sayisi
A, (Erigkin) 810.000-1.170.000 A,  kord 250.000-370.000
A B(Eriskin) 460.000-850.000 AB kord 220.000
A,(Erigkin) 240.000-290.000 A,  kord 140.000

Tablo 1: Yenidogan déneminden erigkin déneme dogru eritrosit yiizeyindeki antijenik ug
sayisindaki artis1 gostermektedir.

Yeni doganlarda transferaz diizeyleri yetigkinler kadar yiiksektir. Ancak antijen
yogunlugu sinirhidir. Ciinki eritrositlerin H zincirleri daha kisadir ve biiyiik kismi
dallanmamigtir. Bu kogullar altinda, A, transferaz, sinirh sayida A gekerleri baglayabilir.
Yagamin ilk birka¢ haftas: iginde dallanma baglar ve erigkin mature eritrositlerine

geligtiginde yaygmn dallanma meydana gelir(29,64).
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A grubunun ¢ok sayida varyantti  (A,A,A;ALALALALALA-..)
bilinmektedir(2,20,23,26,51,60). Bu antijenler varyant A allellerinin diizenledigi varyant
transferazlann etkisiyle olugmaktadir(60). Bunlarin ¢gofuna nadir olarak rastlanmaktadir.
En yaygin bulunan ve A grubunu gdsteren A,; digerlerine dominant olup kuvvetli bir
antijendir. A,, A grubu bireylerin %80'inde, A, %20'sinde bulunvrken; zayif grup A
varyantlar (A;, A, A, Ags A, A, ve digerleri) A grup fenotipinin %1'inden daha azim
olugturmaktadir. Bu varyantlarda antijenik u¢ sayist azalmaktadir. Varyantlar
kargilagtinldiginda; A,, 200.000 - 300.000 antijenik ug tagirken, A, yalmzca 30.000,
digerleri daha da az antijenik uca sahiptir(60).

Yapilan galigmalarda, subgruplar arasindaki nukleotid dizi farkliliklar1 da ortaya
konmugtur(74,75,76,77). A, allellerinin A, den farkimin; 871. niikleotidde (Guanin -->
Adenin) tek baz yer degisikligi oldugu belirtilmektedir. Bu da 291. amino asitde (aspartik
asid --> asparajin) yer degisikligiyle sonuglanmaktadir. B; allellerinin B, den farkinin;
1054. niikleotitde (Sitozin —> Timin) tek baz yer degisiklifi nedeniyle 352. amino asitde
(arginine —> triptofan) bir yer degisikligi oldugu saptanmigtir(74). Ax'de, 646. niikleotitde
(Timin ~> Adenin) yer degisiklii sonucu; 216. amino asitde (fenilalanin—->isoleucine)
yer degisiklifi oldugu belirtilmektedir(76). Diger taraftan, mutasyonlarin A ve B transferaz.
enzim aktivitelerini belirgin olarak azalttif1 kabul edilmektedir(77).

A, ve A, genli bireyler kinetik 6zellikleri farkli N-acetylgalaktosaminyl transferaza
sahiptir. A, enzim aktivitesinin A, transferazdan 5-10 kez daha giiglii oldugu

belirtilmektedir(60,64,78). A, transferazin kendi gekerini diiz zincirlere ilave ettigi, dall
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zincirlere ilave edemiyor gibi gorindugii veya, A, transferaz igin uygun substratin bazi
dall1 zincirlerde olmayabilecegi ileri siiriilmektedir(64). A subgruplarin serolojisine katkida
bulunan bir dier faktér, B geninin baskilayici etkisidir. Tim A subgruplan, B ile
eslestikleri zaman, O grubu ile eslestiklerine oranla daha zayif bir hale gelmektedir (64).
A,'nin 6nemi zayif antijen olmasi nedeniyle yanlig O olarak tiplendirilebilmesidir. A,B
grup Dbireylerde A, B antijenin varlifi nedeniyle 1ileri derecede
zayiflatilmaktadir(20,23,51,60,78). A,'nin zayif antijenik yapisi ve B'nin baskilayici etkisi
nedeniyle yanhg tiplendirmelere ve babalik tayinlerinde hatal: reddetmelere yol
agabileceginin alt1 ¢izilmelidir.

Benzer olarak B antijenlerinin de varyantlarinin bulundugu, B antijeninin daha az
degisken oldugu ve varyantlannin (B;,B,,B;,B,,B,,B,, ) daha az oldugu
belirtilmektedir(9,16,20,41,51).

AB kan gruplu bireylerde A ve B allellerinin her ikisi bulunmaktadir, her iki
transferaz aktiftir, ve aym glikosfingolipid molekiilii tizerinde A ve B antijenik yap1
varolmaktadir. Nadir AB allelleri; ayn1 kromozom iizerinde A ve B allellerinin kalitildig1
"cis-AB" fenotipinden sorumludur. Normalde A ifade edilmektedir, B zayiftir ve H
maddesi bu eritrositierde fazla miktardadir. A ve B transferaz aktivitesi ile 2 ayn enzim
bulunurken, baz1 ailelerde bir tek enzim N-asetilgalaktozamin ve galaktozun her ikisini
ilave etme yetenegine sahiptir. Bu kiigiik klinik 6neme sahip olan bilgi adli amagla
kimliklendirme ve paternite ¢aligmalarinda 6nemli olabilmektedir (49,60,75). Sekil 7'de

2 Cis-AB aile pedigrisi sunulmaktadir.
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1. Aile 2. Aile
AB; 0] A, ABj
(Cis-AB/Q) 0/0 A,/O (Cis-AB/A,)
) (5
o) o) A,B, ABs
0/0 0/0  (Cis-AB/O) (Cis-AB/O)
Sekil 7: ki Cis-AB Ailesinin pedigrisi. ,
Bireylerin miimkiin genotip ve ABO kan grup fenotipleri gériiimekte (75).

Bombay fenotipi nadir olarak gériilmektedir. Bu bireylerin eritrositleri ve
sekresyonlari; A, B veya H antijeni gbstermez. Bdyle bir durumda; A ve/veya B alleli
bulunmasina radmen, A ve B antijenlerinin bulunmadig1 ve bu kigilerin serumunda anti-A,
anti-B ve anti-H antikorlarinin bulundugu gosterilmistir(2,16,26,41,54). Bu kigiler fenotip
olarak O gruptur. Genelde O, olarak ve onlarin ABO genotipine bagh olarak O,*, OB,
O,”? olarak tanimlanmaktadirlar. Bombay fenotip h allel(b/h) homozigotlugu ile ilgilidir.
H transfe;az olmadifindan Onciil madde, sekresyon ve eritrositlerde degismeden

kalmaktadir. A ve B transferazlar bulunmasina ragmen, 6nciill madde H maddesine
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doniigemediginden A ve B antijenleri yapilamaz. Boyle sahislarin gocuklart diger
ebeveynden bir H geni aldiginda, A veya B antijenini normal olarak gosterebilir. Boylece
O grup olarak goériinen bir O, birey A veya B ¢ocuk sahibi olabilir(20,23,51,60,62).
Paternite c¢aligmalarinda yanlig fenotipleme, ilk basamakta ABO sistemi ile hatali
reddetmeye yol agabilir. Bunu 6nlemek i¢in; yalnizca A ve B antijenik yapist aranmayip,
Bombay fenotipi atlamamak i¢in mutlaka H antijeni de aranmalidir.

A, B ve H antijenileri; genital, respiratuar, gastrointestinal sistemin miik6z glandlari
ve sekresyonlarinda yaygin olarak dagilmigtir. Kan grup antijenleri sadece eritrositler ve
titkritk sivisinda degil; baz1 epitelyal hiicreler santral sinir sistemi ve bag dokusu digindaki
tiim doku ve viicut sekresyonlarinda ayird edilmistir(51,60). Benzer yapilar tiikriikte ve
viicut s1vilarinda eriyebilir antijenler olarak bulunurlar. ABO kan grup maddeleri kigilerin
yaklagik %78 inde viicut sivilarinin gogunda solubl olarak bulunmaktadir. Béyle insanlar
sekretor olarak tanmimlanmaktadir. Sekretér durum Mendel kurallarina bagli dominant Se
geni (Se/Se veya Se/se) kontroliindedir. Homozigot se/se geni tagiyanlar ise non-
sekretordiirler(2,16,20,26,41,51). Sekretér sistem bir kan grup sistemi degildir.
Sekresyonlarda antijenlerin varlifi, Se ve se allellerinin bir ¢ifti ile tayin edilmektedir.
Dominant Se alleli, belirli gland ve sckresyonlarda H transferaz varligimi diizenler.
Nonsekretorlerin (se/se) plazma ve eritrositlerinin 6zgiinligi, ABO ve H genleri kontrolii
ile olugmaktadir. Fakat tiikkritk ve diger doku sivilan, H transferaz igermedifinden A, B
veya H maddesi yoktur. Onciil madde degismeden kalmaktadir. Tim sekretorler

sekresyonlarinda H antijenine sahiptir. Sekretoérler arasinda (Se/Se veya Sefse),
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sekresyonlardaki A, B ve H substanslarinin konsantrasyonu ABO tip tarafindan
etkilenmektedir. A veya B substanslarini salgilamayan O grup kigiler, A ve B grup
kigilerden daha fazla H sekrete ederler(60). Tablo 2, eritrosit ve sekretér fenotipin

genotipik iligkisini gostermektedir.

Antijenler
Eritrositlerde Sekresyonlarda
Genotip Kombinasyonu ABH Le* Le° ABH Le&* Le
ABO,H-,Se-,Le- + - + + + +
ABO,H-,sese,Le- + + = r + -
ABO,H-,Se-,lele + - = + - -
ABO,H-,sese,lele + 5 4 - - -
*ABO,hh,Se_ veya sese,Le_ - o - - + -

*ABO,hh;Se_ veya sese,lele - - - - - -

Tablo 2: Eritrosit ve sekretor fenotipin genotipik iligkisi. (*Bombay fenotipler)(23)

A,B ve H substanslann insan viicudu diginda dogada da yaygm olarak dagildig,

birgok hayvan, bitki ve bakteride bulundufu belirtilmektedir. Ornegin; bakteriel

polisakkaritlerde ve belirli bitkilerin polenlerinde bulunurlar(20,51).
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Hastaliklar ile kan grup sistemleri arasinda iligki oldufu saptanmigtir. A grubu
kisilerde; safra taslar, siroz, tiikkriik bezi, pankreas ve over tiimérlerine, O grubu kisilerde
ise, duodenal iilsere daha gok rastlandif1 belirtilmektedir(41). Anne ile fetiis arasindaki
ABO uyugmazliklarina bagl prezigotik seleksiyon, fertilizasyonun engellenmesi veya fetal
oliim meydana gelebilmektedir(2).

Bazi malign hastaliklarda eritrosit fenotiplerinde degisiklikler go6riillmektedir.
Omegin l6semide A, antijeni suprese olur veya tamamen kaybolabilir. Bu degisiklik
sadece eritrositlere kisitlidir ve A, antijeni azalirken H antijeninin arttifi goériiliir. Yine
malign hastaliklarda ve enfeksiyonlarda B'ye benzer antijenlerin ortaya g¢iktidi
gozlenmigtir(3,26,41,51). Losemi veya lenfomali hastalar degisen diizeylerde transferaz
diizeyine sahiptir. Losemili hastalarin A antijenlerini kaybetmeleri, transferaz diizeylerinin
degismesi ile agiklanabilir. Bu hastalik kogullarnda A ve/veya B transferazlan
azaltilmaktadir(64).

Kogullar, degisik sekillerde transferaz aktivite diizeyini degistirebilir. Hamilelikte
A vel/veya B enzimleri ¢ok diigiik olabilir ve ayn1 zamanda H transferaz bir dereceye
kadar azaltilir. Ozellikle neoplastik hastaliklar ve hamilelik kogullarinda, antijenlerin zayif
karekter gostermeleri veya fenotipin ifadesinde degisiklikler; Adli serolojide sonuglarin

degerlendirilmesinde goézoniinde bulundurulmals.
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ABO KAN GRUBU ANTIKORLARI

Eritrosit yiizeyinde hangi antijen varsa, serumda onunla reaksiyon vermeyen diger
antikor bulunmaktadir. ABO sistem antikorlarinin ¢ogu natiireldir. Natiirel antikorlar
genellikle agir molekiillii olup (900.000) IgM tipindedir. IgM antikorlan pentavalan ve
1000° (10 nm) uzunlugunda oldugundan zeta potansiyelini agarak iki eritrosit arasinda
daha kolay koéprii yaparlar(16). IgM antikoruna iki degerli, tam aglutinasyon yapan,
presipitasyon yapan antikor denir(2,16,26). Serum fizyolojikte siispansiyonu yapilmig
eritrositleri aglutine edebildikleri igin eskiden beri komplet antikor olarak bilinmektedir(2).
Bu antikor 1s1ya oldukga hassastir. En kuvvetli reaksiyonu 4-20 °C'da (Soguk aglutinin)
verirler(2,16).

Yetigkinlerde tahminen bitki ve bakteriyel antijenlerin stimulasyonu ile dogal olarak
olugan IgM anti-A ve/veya anti-B bulundugu belirtilmektedir. Infant serumu yetigkindeki
IgM seviyesinin %10'unu igerir. IgM biyosentezinin dofumun birkag giinii iginde
bagladif, antikorlarin ¢ogu kiside 3-6 ay civarinda gelistigi ve yillarla titresinin giderek
arttify belirtilmektedir(23). ABO antikorlar, infantin immiin sistem geligimi gibi dogum
ve 6 ay arasinda geligir. Bu antikorlar intravaskiiler sirkiilasyonun iginde natiirel olarak
olugmaktadir. Onlarin intravaskiiler hemoliz ve komploment aktivasyonu yeteneginde IgM
immiinglobulinler oldugu belirtilmektedir(62). IgM antikorlar, plasentay1
gegemedikleripden yenidoganda hemolitik hastalik meydana getiremezler(2,16). O grup
annelerde, anti-A ve anti-B spesifitesi ile maternal IgG bulunabildigi ve yenidoganin

hemolitik hastalifina yol agabildigi belirtilmektedir(41). Bu antikorlarn



19

konsantrasyonunda bir artig, transfiizyon veya fetomaternal hemoraji veya benzer kimyasal
maddelere maruz kalmayla stimiile edilebilmektedir. Bu sekilde immiin olarak olugan anti-

A ve anti-B, 6zellikle O grup bireylerde IgM den ¢ok IgG dir(41).

Asagida sunulan tablolarda Tiirkiye ve Kibris'da yagayanlar ile Tiirkiye'ye gogeden

Tirklerin kan grup dagilimlan verilmigtir.

1- O Rh(+) 451.190 % 29.98
2- O Rh() 65.125 % 4.32
3- A Rh(+) 542136 % 36

4- A Rh(-) 68.788 % 4.57
5- B Rh(+) 210.615 % 13.99
6- B Rh(-) 33.879 % 2.25
7- AB Rh(+) 116.134 % 7.71
8- AB Rh(-) 17.129 % 1.13

Tablo 3: 1989-1992 yillarinda Kizilay kan merkezlerinde degerlendirilen toplam 1.504.966
adet kanin gruplara gore dagilimi.

4 B 0 48 Toplam

Bulgaristan 610 257 543 116 1526
%3997 %1684 % 35.58 % 7.60

Romanya 79 44 60 32 215
%3674 %2046 %2790 % 14.88

Yugoslavya 1821 726 1424 282 4253

i % 42.81 % 17.07 % 33.48 % 6.63
Yunanistan 348 87 247 40 722

% 48.19 % 12.04 % 34.21 % 5.54

Tablo 4: Cesitli Ulkelerden Tiirkiye'ye G6¢ eden Tiirklerin Kan gruplart dagilimi(13).
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A B 0 AB Muay ene edilen

Tiirk(1953-1958) 4&.26 15.66 31.25 8.81 2.304
Tirk(1971-1978)  44.22 13.80 32.45 6.08 -
Rum(1953-1958) 46.36 12.25 35.36 6.05 73.63

Tablo 5: Kibnis Tiirk ve Rum toplumlarmin kan gruplan dagilimi(4).

Kan Grubu Negatif(%) Pozitif(%) Toplam(%)
A 3.46 35.74 39.20
B 1.61 15.43 17.04
AB 0.61 4.94 5.55
0 4.58 33.63 38.21

Tablo 6; Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Kan Merkezi verilerine
gore kan grup dagilim siklig1 (n:43557) (36).

Kan Grubu Negatif(%) Pozitif(%) Toplam(%)
A 55 31.5 37
B 1 13.5 14.5
AB 0.5 6 6.5
0 4 38 42

Tablo 7: CUTF. Adli Tip ABD'da yapilan ¢aligmada saptanan kan grup yiizdeleri (n:200).

o A B AB

Beyaz-Newyork 45.6 364 135 45
Zenci-Newyork 442 303 218 3.7
Sioux yerlileri-S.Dakota 910 7.0 2.0 0.0
Pekin-Cin 30.7 25.1 342 10.0
Ingiliz-Londra 444 428 9.6 32
Galler 479 328 162 3.1
Okinawa-Japonya 639 173 13.6 4.9
Alman-Berlin 400 395 15.1 54
Filipinler 416 23.1 303 5.0
Italyanlar 46.7 40.8 89 3.6

Tablo 8: Farkli populasyonlardaki kan grup dagilimi(37).
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TAZE KANDA KAN GRUPLARININ SAPTANMASINDA KULLANILAN,

AGLUTINASYON YONTEMI

Eritrositler iizerinde hangi antijenin bulundugunu ortaya koymak igin; eritrositlerin
anti serumlar ile kargilagtinlmasi ve aglutinasyon meydana gelip gelmedigine dayanarak
tanimlanmasin1 saglayan bir yontemdir. Bu amag igin; 6nceden hazirlanmig iizerinde
spesifik antikorun bulundugu kartlar veya eritrosit ve antiserumu biraraya getirmekte farkli
ortamlar(lam, tiip, mikroplate,...) kullanilabilmektedir(9,21,22,26,32,39,40,43).

AGLUTINASYONDA MIKROPLATE YONTEMI

Kiigiikk miktardaki antijenleri incelemek i¢in uygun bir hemaglutinasyon sistemi
aragtirillirken gelistirilen microplate yontemi, tiplerde yapilan standart tekniklere kiyasla
hassasligim kaybetmeksizin 6nemli oranda diizenekten, ayiragtan ve zamandan ekonomi
saglamasinin yanisira; fotograflanabilmesi nedeniyle tekrar istendiginde kullanilmak iizere
saklanabilmekte ve mahkemelere delil olarak sunulabilmektedir. Bu 6zellikleri nedeni ile
Adli Serolojide kullanim iistiinliigiine sahip oldugu bildirilmektedir(43).

Giintimiizde birgok merkezde aragtirma ve rutin galigmalarda kullanilan mikroplate
formati, ilk olarak 1962 yilinda Sever tarafindan wviral serolojik incelemelerde
kullanilmigtir(7,15,50). Sever'in ¢aligmasinin kan gruplama alamina adaptasyonu, 1966 ve
1968 yilinda Wegman ve Smithies tarafindan yapilmistir(71,72). Ardindan gelen yayinlar
(Tablo 9), U ve V kuyulu mikroplatelerde; ayiraglarin genis bir hacim ve konsantrasyon
dizisinde kullamlabilecegini gostererek sistemin ¢ok yoénliliiginii desteklediler

(3,7,43,48,50,59,70).
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Aragtirmacilar Teknik

Wegmann ve Smithies, 1966 ABQO, Rh

McCloskey ve Zmijewski, 1967 Ab titresi, IAT

Crawford ve arkadaglari, 1970 ABO, Rh, Ab tarama
Parker ve arkadaglar1, 1978 ABO, Rh, D", Ab tarama
Warlow ve Tills, 1978 ABO, Rh

Depew ve arkadaglar1, 1978 ABO, Rh, Ab tarama ve ID

Tablo 9: Yillara gore bildirilen Mikroplate aglutinasyon tekniklerini gostermektedir(50).

1982 yilinda Innocenti ve Nieri, mikroplate test sonuglanim spektrofotometre ile
okumuglardir. izleyen yillarda, birgok aragtirici yogun emek sarfim azaltmak icin
fotometrik okumaya dayali yar1 otomatik sistemler geligtirmiglerdir(1,11,38,55). Daha
sonralan bilgisayar sistemlerinin devreye girmesiyle aglutinasyon sonuglarin1 okuyan ve
onlan kan gruplanna yorumlayan tam otomasyon sistemleri kurulmugtur
(10,31,57,58,59,66). Hizla gelistigi gozlenen mikroplate sisteminde bu gelismenin devam
edecegi belirtilmektedir.

Bu prosediirlerin temelinin her reaksiyonun bir tiipte yer aldig1 geleneksel kan
gruplamadaki birgok test tiipii yerine bir plate kullanimi oldugu belirtilmektedir(43). Plate
yaklagik 7.5x10.5 cm. boyutlarinda, iizerinde 4 mm. ¢apta, 10 mm. derinlikte kiigiik
kuyular basilmig bir plastik dortgendir. Kuyular 8 sira ve 12 siitun olmak iizere toplam

96 adettir. Kullanilan plateler kuyu diplerine gore U, V ve diiz tipli olmak iizere ii¢ tiptir.
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Diiz diplilerin ELISA teknolojisi igin kullamgh oldugu ve sivi faz kan teknolojisi igin
uygun olmadif1 belirtilmektedir. Tuz, enzim ve antiglobulin serolojik testlerinin U ve V
kuyulu platelerde yapilabildigi ifade edilmektedir. U kuyulu plateler, okuma &ncesi
resiispansiyonun kolay olmasi nedeniyle V kuyulu platelere tercih edilmektedir(7,70).
Kuyularin tanimlamasini saglamak iizere plate kenarina sayilar ve harfler basilmigtir. Her
kuyuda bir reaksiyon olustugu igin bir kezde bir plate iizerinde 96 ayr reaksiyon

olusturulabilmektedir (7,12,43,50). Resim 1'de U dipli bir plate gosterilmektedir.

Resim 1.
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MATERYAL VE METOD

Caligma oncesi, goniilli kan vericilerini bilgilendiren ve nizalarinin alindigini
gosteren form 6mekleri hazirlandi. Bu formlar Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulunun gériisiine sunularak onaylari alindi. Form 1'de Riza ve Bilgilendirme formu
gosterilmektedir.

Reaksiyon sonuglari iizerine etkili faktorlerin saptanmasi igin belirli parametreler
sabit tutularak deneylerin tekrarlanmas: diigiiniildiigiinden, elde bulunan antiserum miktar
da gozoniine alinarak 200 goniillii verici ile ¢alisilmasi planlandi.

Goniillii vericilere gerekli agiklamalar yapilarak izin verdiklerine dair bilgilendirme
ve riza formlan imzalatildi.

Kan alinmasi: Vericilerin ust ekstremite periferik venlerinden 3 cc kan, EDTA'I steril
tipler igerisine alindi. Her vericiye bir protokol numarasi verilerek tiipler iizerine
kaydedildi. Alinan kanlar bekletilmeden 10 dakika siireyle 3000 rpm'de santrifiij edilerek
serumundan ayrildi.

Eritrositlerin ytkanmasi: Serumu ayrilan hiicrelerin iizerine 3 cc %0.9 NaCl eklenerek tiip
birkag kez basasag: gevrilerek karigmalan saglandiktan sonra; 2 dakika siireyle 3000
rpm'de santrifiij edildi. Ustte kalan stvi enjektor yardimiyla alindi. Bu islem 3 kez tekrar
edildi.

Eritrosit siispansiyonlarimin hazirlanmasi: Yikanmis hiicrelerden %1, %2 ve %3'liik
eritrosit siispansiyonlart hazirlandi. Siispansiyonlar serum fizyolojik ve 1/1'den 1/1000'e

kadar degisik konsantrasyonlarda hazirlanan bromelin soliisyonlan ile olusturuldu.
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990 mikrolitre serum fizyolojik veya diliie bromelin iizerine 10 mikrolitre yikanmig
eritrosit eklenerek %l1'lik eritrosit siispansiyonu, 980 mikrolitre serum fizyolojik veya
diliie bromelin iizerine 20 mikrolitre yikanmig eritrosit eklenerek %2'lik eritrosit
slispansiyonu, 970 mikrolitre serum fizyolojik veya dilile bromelin iizerine 30 mikrolitre
eritrosit eklenerek %3'liik eritrosit siispansiyonu olusturuldu.

Bromelin diliisy onu: Ticari olarak elde edilen hazir sivi bromelin serum fizyolojik(SF) ile
1/1, 1/10, 1/25, 1/50, 1/70, 1/100, 1/250, 1/500, 1/750, 1/1000 oranlarinda diliie edildi.

1/1: 1000 mikrolitre sivi bromelin

1/2: 500 mikrolitre stvi bromelin + 500 mikrolitre SF

1/5: 200 = + 800 u

1/10: 100 K + 900 g
Bovin albuminin hazirlanmas:: Ticari olarak elde edilen %30'luk sivi bovin albuminin 150
mikrolitresi iizerine 1350 mikrolitre serum fizyolojik eklenerek %3'liik konsantrasyona
getirildi.

Antiserumlann  diliisyonu: Antiserumlar, serum fizyolojik(SF) ve %3'lik bovin
albumin(BA) kullanilarak 1/2, 1/4, 1/6, 1/8 ve 1/16 oranlarinda diliie edildi.

1/2: 20 mikrolitre antiserum + 20 mikrolitre SF veya BA.

1/4: 10 Y + 30 5
1/6: 6.7 J +33.3 "
1/8: 5 Y + 35 .

1/16: 2.5 i + 3.5 "
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BILGILENDIRME FORMU

Bu galigmanin amaci; kan gruplarina rastlanma sikligini ortaya koymaktir.

Goniilli olarak katilacak kisilerden 10 cc venoz kan alinarak, taze kanda kan
gruplan belirlenecektir. Bu galigmada elde edilecek bilgiler ile, toplumdaki ana kan
gruplan siklig1 saptanacaktir. Elde edilen sonuglar, Adli Tip Anabilim Dalinca yapilacak
galismalarda "Kigsilerin adi, soyad1 veya onlar tanitict herhangi bir igaret belirtiimeden"
veri olarak kullanilabilecektir. Kan grup sonuglari ¢aligmaya katilan kisilere istedikleri
takdirde kendilerine yazili kagit verilerek bildirilecektir.

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

RIZA FORMU

Asagida imzas1 bulunan ben, kan gruplarina rastanma sikliginin saptanmasi
¢alismas1 hakkinda;

Dr.Necmi Cekin'den tam olarak bilgi aldim.

Goniillii olarak kol damarimdan verecegim 10 cc kanda yapilacak kan gruplan
sonuglarmin; adim, soyadim veya beni tamitacak herhangi bir isaret belirtilmeden
yayinlanabilecegi ve istedigim takdirde kendim ile ilgili sonuglan &grenebilecegim
bildirildi.

Bu bilgileri aldiktan sonra, bu ¢alismaya goniillii olarak katildigim1 beyan ederim.

Goniilliniin Adi ve Soyadi: Tarih:
Yag: imza:

Bilgi igin:
G.U.T.F.Adli Tip Anabilim Dal1
TIf: 338 6060/3429

Form 1.
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KULLANILAN MALZEME VE ALETLER

Santrifiij: 5500 devir/dakika maksimum hiza ¢ikabilen, zaman ve devir ayar ve
gostergesi bulunan Hettich Universal 30F marka santrifiij kullamldi. Resim 2,3 ve 4'de
kullanilan santrifiij gosterilmektedir.

Pipetler: Gilson, Pipetman P20 ve P200; 0-20 ve 0-200 mikrolitre ayarlanabilir
hacime sahip mikropipetler ve bunlara uygun sari plastik pipet uglart kullanild.

Mikroplate: Polystrene yapida, U dipli, iizerinde 8 sira ve 12 siitiin olmak iizere 96
kuyu bulunan, kenar siralar yanina harf ve sayilar basilmig plate kullanildi.

Plate ortiicii: Yapisabilen, parlak yiizeye sahip, emici vasfi olmayan kagit ortiicii
ve sert plastikten yapilmig plate iizerine kapak seklinde olan 2 tiir ortiicii kullanildi.

Tiip: EDTA igeren Scc'lik steril, plastik kapakli cam tiip.

Enjektér: Yesil uca sahip Scc'lik steril enjektor.

Antiserumlar:
Anti-A 10 ml, Diagast (70107Q), mikroplate kullanimina uygun.
Anti-B 10 ml, Diagast (70207U), mikroplate kullanimina uygun.
Anti-AB 10 ml, Diagast (70307Y), mikroplate kullanimina uygun.
Anti-H 10 ml, Diagast (70517L), mikroplate kullanimina uygun.
Neutral AB 10 ml, Diagast (59028F), mikroplate kullanimina uygun.

Bovin Albumin; 10 ml, Immucor (LOT2G5235-1), %30'luk, koruyucu olarak %0.1
Sodyum Azide igeren hazir siv1 bovin albumin.

Bromelin: 500 ml, Diagast (69020U), mikroplate kullanimina uygun hazr stv1 bromelin.
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Resim 2.3 ve 4: Kullanilan santrifiij.
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DENEY

Yapilan ¢alismada; kaynaklarda onerilen yontemler gesitli parametreleri agisindan
incelendi(7,12,15,43,70,72).

Isaretlenmis microplate kuyucuklarina konan 40 mikrolitre antiserum iizerine 30
mikrolitre eritrosit siispansiyonu ilave edildi. 2 dakika orta hizda galkalanarak karigimlar
saglandi. Mikroplateler, plate ortiiciisii ile kapatilarak 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Santrifiije mikroplate tasimaya uygun rotorlar takilarak plateler 30 saniye 1000
rpm'de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi orta siddette 2 dakika galkalanan plateler, 30
dakika oda sicakliginda birakildiktan sonra tekrar 2 dakika calkalandi. Calkalama hiz ve
siddeti igin kontrol hiicrelerin resiispansiyonu baz olarak alind1. Plate iizerinde, negatif ve
pozitif sonuglar aglutinasyon varligina gore degerlendirildi.

Gereken hassasiyet ve en ekonomik reaksiyonun hangi sartlarda elde edilebildigini
saptamak igin parametrelerden bir tanesi degistirilerek digerleri sabit tutuldu. Asagidaki
deneyler 220 géniilliiden alinan kan ile yapild:.

1- Santrifiijle ¢evirme siiresi ve enkiibasyon siireleri sabit tutularak; plate
kuyucuklarina konan 40 mikrolitre antiserum iizerine, yikanmamig eritrosit hiicrelerinden
serum fizyolojik ile hazirlanan %2'lik eritrosit siispansiyonundan 30 mikrolitre ilave
edilerek 24 deney yapildi. Aym islem yikanmug eritrositlerden hazirlanan %2'lik eritrosit
siispansiyonu ile tekrar edildi. Sonuglar karsilagtirildi.

A2- Eritrosit siispan‘siyonlanm bromelin ile olusturmanin reaksiyon iizerine etkisi

aragtinldi. Antiserum miktan, eritrosit siispansiyonu, santrifiij siire ve enkiibasyon siireleri
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sabit tutuldu. Hazir sivi bromelin serum fizyolojik ile 1/1, 1/10, 1/25, 1/50, 1/70, 1/100,
1/250, 1/500, 1/750, 1/1000 oranlarinda diliie edildi. Yikanmis eritrositlerden, degisik
oranlarda diliie edilmig bromelin ile, ve bromelinsiz olarak %1, %2 ve %3'liik eritrosit
siispansiyonlar1 hazirlanarak 24 deney yapildi.

3- Bromelin diliisyonunun 1/100 konsantrasyon ve daha yagun oldugu durumlarda
reaksiyon iizerine olumlu etki yaptiginin saptanmasi iizerine; net etkinin goriildiigii
yogunluk aragtinldi. Hazir sivi bromelin serum fizyolojik ile 1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/40,
1/80 oranlarinda diliie edildi. Yikanmis eritrositlerden, farkli oranlarda hazirlanmig
bromelin soliisyonlar ile %2'lik eritrosit siispansiyonu hazirlandi. Serum fizyolojik ile
%3'liik konsantrasyona getirilen bovin albumin ile antiserumlar 1/4 oraninda diliie edilerek
32 deney yapildi.

4- Eritrosit siispansiyonu olusturulmasinda; 1/5 ve 1/10 diliisyonda hazirlanan
bromelin kullanimi kargilagtinldi. Yikanmus eritrositlerden, 1/5 ve 1/10 konsantrasyonda
hazirlanan bromelin soliisyonu ile %2'lik siispansiyonlar olugturuldu. %3 konsantrasyonda
hazirlanan bovin albumin ve serum fizyolojik ile 1/6 oraninda diliie edilen antiserumlar
ile 24 deney yapildi.

5- Eritrosit siispansiyonu olugturulmasinda; 1/10 konsantrasyonda hazirlanan
bromelin kullanilmast iizerinde yogunlagildi. Yikanmus eritrositlerden, 1/10 diliisyonda
hazirlanan bromelin soliisyonu ile %2'lik siispansiyonlar olusturuldu. %3 konsantrasyonda
hazirlanan bovin albumin ile, 1/4 oraninda diliie edilen antiserumlar ile 40 deney yapildi.

6- Eritrosit siispansiyon oranlarinin plate kuyu diplerindeki gériiniim iizerine etkisi
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ve antiserum diliisyonunun reaksiyon iizerine etkisi aragtirildi. Yikanmis eritrositlerden,
1/100 diliisyonda hazirlanan bromelin soliisyonu ile %1, %2 ve %3 liik eritrosit
siispansiyonlar1 hazirlandi. Serum fizyolojik ile 1/2, 1/4 ve 1/6 konsantrasyonda diliie
edilen antiserumlar ile 40 deney yapildi.

7- Reaksiyon ilizerine olumsuz etki olusturmayacak antiserum diliisyon oram
arastinildi. Serum fizyolojik ve %3 konsantrasyonda hazirlanmis bovin albumin ile 1/2,
1/4, 1/6, 1/8 ve 1/16 oraninda diliie edildi. Yikanmig eritrositlerden, 1/100 oranda
hazirlanmig bromelin soliisyonu ile %2lik eritrosit siispansiyonlar olusturularak 24 deney
yapildi.

8- Antiserumlarin diliie edilmesinde; serum fizyolojik ve bovin albumin
kullanilmasinin  etkisi ve ikisi arasinda fark olup olmadifi arastirildi. Yikanmus
eritrositlerden, 1/10 konsantrasyonda hazirlanan bromelin soliisyonu ile %2'lik
siispansiyonlar olusturuldu. %3 konsantrasyonda hazirlanan bovin albumin ve serum
fizyolojik ile 1/2, 1/3 ve 1/4 oranlaninda diliie edilen antiserumlar ile 96 deney yapildi.

9- Antiserumlar, %3 konsantrasyonda hazirlanan bovin albumin ve serum fizyolojik
ile 1/4 ve 1/6 oranlarinda diliie edildi. Reaksiyon ortamindaki sivi miktan arttirilarak
resiispansiyon iizerine etkisi incelendi. Kuyulara 30 mikrolitre yerine 60 mikrolitre
eritrosit siispansiyonu kondu. Miktarin artmasi nedeniyle %2 konsantrasyondakine esdeger
hiicre miktarim1 saglamak amaciyla; 1/100 konsantrasyonda hazirlanan bromelin soliisyonu
ile yrikanmug eritrositlerden %]1'lik siispansiyonlar olusturuldu. 40 deney yapildi.

10- Santrifiij siiresinin reaksiyon iizerine etkisi arastinildi. Antiserumlar, serum
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fizyolojik ile 1/4 oraninda diliie edildi. Yikanmug eritrositlerden, 1/100 konsantrasyonda
hazirlanan bromelin ile %2'lik siispansiyonlar ougturuldu. Santrifiij ¢evirme siiresi 1
dakika, 30 saniye, 15 saniye olarak ve santrifiij yapilmadan 24 deney yapildi.

11- Cahigilacak kanin bekletilmesinin, reaksiyon iizerine olan etkisi arastirildi.
Alman kanlar, oda sicaklig1 ve +4 derecede 1, 2, 3 ve 7 giin bekletildi. Bekletilen kanlar
serum fizyolojik ile yikanarak 1/100 konsantrasyonda hazirlanmig bromelin ile %2'lik
eritrosit sispansiyonlar1 hazirlandi. Antiserumlar 1/4 oraninda diliie edilerek 24 deney
yapildi.

12- Reaksiyon sonuglar1 degerlendirilmis plateleri bekletmenin reaksiyon iizerine
etkisi arastirildi. Yikanmig eritrositlerden, 1/10 konsantrasyonda hazirlanan bromelin ile
%2'lik siispansiyonlar olusturuldu. Serum fizyolojik ile 1/4 oraminda diliie edilmis
antiserumlar ile 24 deney yapildi. Reaksiyonlar degerlendirilip sonuglar kaydedildikten
sonra plateler, plate ortiiciisii ile kapatilarak 1 haftaya kadarki siireler iginde bekletildi ve

reaksiyonlar tekrar degerlendirildi.

BULGULAR

Yikanmamig eritrosit hiicrelerinden hazirlanan %2'lik eritrosit siispansiyonu ile
yapilan deneylerde, reaksiyonlar degerlendirildigipde; tiim kuyularda giiglii aglutinasyon
varhg ile negatif ve pozitif reaksiyonlarin ‘aymmmda ve kontrol kuyularinda

resiispansiyonun saglanmasinda agir1 zorluk dikkat g¢ekti. Resim 5.
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Aym iglem %0.9 NaCl ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmg eritrositler ile yapildiginda; kan
gruplamanin rahathkla yapilabildigi ve kontrol gruplarinda resiispansiyonun kolaylikla
saglandig1 saptandi. Resim 6.

Ticari olarak elde edilen hazir sivi bromelinin uygun konsantrasyonunu saptamak
igin 1/1, 1/2, 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/70, 1/100, 1/250, 1/500, 1/750, 1/1000 oranlarinda
bromelin soliisyonlar hazirlandi. Yikanmug eritrositlerden, degisik oranlardaki bromelin
ve serum fizyolojik ile, %2'lik eritrosit siispansiyonlar1 hazirlanarak yapilan 300 deneyde,
reaksiyonlar degerlendirildiginde; negatif ve pozitif sonuglarin rahatlikla aynlabilmesine
ragmen bromelinsiz ve 1/250'nin iizeri diliisyonlarda, kontrol ve negatif kuyularda
resiispansiyonun geciktigi saptandi. 1/100 konsantrasyondan itibaren reaksiyonlarin daha
net izlendigi, en net gorintii ve giiglii agliitinasyonun ise; 1/10 ve iizeri bromelin
konsantrasyonunda hazirlanmig eritrosit siispansiyonlarinin oldugu kuyularda alindig1

saptandi. Resim 7.



Resim 5.

Resim 6.
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Calisma sonuglarinin fotograflanmas: diigiiniildiigiinden, en uygun gériiniimiin
alindigy, eritrosit siispansiyon oram aragtinldi. Degisik konsantrasyonlardaki bromelin ve
serum fizyolojik ile %1, %2 ve %3 oranlarinda eritrosit siispansiyonlar1 hazirlanarak 450
deney yapildi. %!l'lik eritrosit siispansiyonu ile gergeklegen reaksiyonda; aglutinasyon
goriniimiiniin kuyu dibi taban genisligine kiyasla kiigik kaldigi, %3'lik eritrdsit
siispansiyonda ise kuyu tabanini dolduran oldukga iri bir aglutinasyon olugtugu, gorimniim

agisindan ise en iyi goriintiiniin %2'lik eritrosit siispansiyonunda alindig1 saptandi. Resims.
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Resim 8.

Reaksiyon giicii iizerine olumsuz etki yapmayacak antiserum diliisyonu ve
diliisyonda serum fizyolojik ve bovin albumin kullanimi arasinda fark olup olmadifi
aragtirildi. Serum fizyolojik ve bovin albumin ile 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 oraninda diliie
edilen antiserumlar ile yapilan 420 deneyde, sonuglar degerlendirildiginde; 1/4'ten sonraki
diliisyonlarda, pozitif reaksiyonlarin bulundugu kuyularda dagilmalar goézlendi. Resim
9,10.

Antiserumlarin  diliisyonunda bovin albumin ile serum fizyolojik kullammi
arasindaki fark degerlendirildiginde; her ikisi arasinda 6nemli bir fark gézlenemedi. Resim

10,11.



Resim 9.

Resim 10.

3
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Resim 11.

Resim 12.
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Kuyu igindeki toplam hacim miktarinin arttinlmasinin reaksiyon ve sonuglarin
degerlendirilmesi iizerine etkisi aragtirildi. Reaksiyon ortamindaki sivi miktar arttirilarak
kuyulara 30 mikrolitre yerine 60 mikrolitre %1'lik eritrosit siispansiyonunun kondugu 56
deneyde; ortam hacminin arttirilmasinin resiispansiyon siiresinde ve/veya kolayliginda
herhangi bir fark gériilmedi. Resim 13.

Santrifiyj siirelerinin reaksiyon iizerine etkisini 6lgmek igin yapilan deneylerde;
santrifiij yapilmayan veya siireleri kisa tutulan (15 saniye) érneklerde; resiispansiyonun
daha zor oldugu saptandi. Resim 14.

Bekletilmis kan oOrneklerinin reaksiyon iizerindeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla; oda sicakhigi ve +4 derecede; 1, 2, 3 ve 7 giin bekletilmis kan 6rnekleri ile
yapilan 24 deneyde; biitiin kuyularda aglutinasyonun gok net izlenmekle birlikte 7 giin
bekletilmis kanlarin bulundugu kuyulardaki aglutinasyonlarda gok hafif dagilmalar
gozlendi. Oda sicakliginda bekletilen kanlarin +4 derecede bekletilenlere kiyasla
resiispansiyonunun ve resiispansiyon sonrast kuyu dibine ¢okelmenin daha kolay oldugu
gozlendi. Resim 15.

24 deney, degerlendirmeleri yapilarak reaksiyon sonuglar kaydedildikten sonra,
plate ortiiciisii ile kapatilarak oda sicakliginda 1,5,7 giin bekletildi. Sonuclar tekrar
degerlendirildiginde; tiim kuyularda reaksiyonlarin korundugu ve kaydedilmis sonuglar ile

aynt oldugu goriildii. Resim 16.
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Resim 13.

Resim 14.
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Resim 15.

Resim 16.
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SONUC
1- Mikroplate ile ABO kan gruplamasinda; yikanmis eritrositlerden %2'lik siispansiyon
hazirlanmasinin, bu yontem igin en uygun konsantrasyon oldugu goriildii.
2- %2'lit eritrosit siispansiyonu hazirlamada 1/10 diliisyonda s1vi bromelin kullaniimasinin
reaksiyonlan daha giiglii kilarak, sonuglarin daha net goriilmesini sagladigi goriildi.
3- Gerekirse 1 haftaya kadar bekletilmis kanda mikroplate ile ABO fenotiplendirilmesinin
yapilabilecegi, +4 derecede kami saklamanin antijenik aktivitenin korunmasina olumlu
katkida bulundugu saptandi.
4- Antiserumlarin 1/4 diliisyonda net izlenebilen reaksiyonlar verdigi, dilisyonda serum
fizyolojik veya bovin albumin kullanimi arasinda ayirim yapilamadig1 goriilerek; serum
fizyolojik ile 112 ve bovin albumin ile 308 olan diliisyon deney sayisinin arttirilmasinin
faydali olacag diisiiniildii.
5- Santrifiij igleminin yanhs negatiflikleri énleme ve reaksiyonlan giiglii kilmada etkili
oldugu, santrifiij siiresinin 30 saniye olmasi gerektigi goriildii.
6- Santrifiij sonrast 30 dakikalik bekleme sonrasi reaksiyonlarin degerlendirilmesinin,
resiispansiyonun kolayligi nedeniyle daha kolay ve net degerlendirme sagladig izlendi.
7- Deney sonrasi plate ortiiciisii ile sikica kapatilan platelerin bir hafta sonras: tekrar

degerlendirilebildigi saptandi.

Tiim reaksiyonlar degerlendirildiginde; yikanmug eritrositlerden, 1/10 bromelin

soliisyonu ile %2 konsantrasyonda eritrosit siispansiyonu hazirlanmasi ve bovin albumin
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ile 1/4 oraminda diliie edilmis antiserum kullamlmasinin, kuyulara 40 mikro antiserum
konduktan sonra iizerlerine 30 mikrolitre eritrosit siispansiyonu konulmasinin, 15 dakika
enkiibasyondan sonra platelerin 30 saniye siireyle 1000 rpm'de santrifiij edilip 30 dakika
bekleme sonrasinda reaksiyonlarin degerlendirilmesinin, agliitinasyonlarin  saglikli

okunmasi agisindan uygun oldugu diigiiniildii. Resim 17.

Resim 17.
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TARTISMA

1922 yilinda Ottenberg bir makalesinde; yakin gelecekte kan gruplamanin
muhtemelen Adli amagla kullanilacagini, yaygin aragtirmalarin yapilmasi gerektigini
belirtmig, hata kaynaklarini gozoniine alarak "En iyi teknik nedir?" sorusuna yanit
aramigtir(45). Giiniimiizde gelismis iilkelerde; laboratuvar galismalarinda, yanhs sonuglart
ve bunlarin nedenlerini aragtinp tartigarak kalitenin yiikselmesini saglayan denetim
sistemleri kurulmugtur. Bu merkezler belirli zamanlarda farkli kan 6rneklerini, galigma
kapsamina alinan laboratuvarlara géndererek galisma sonuglarii almaktadirlar. Teknik
etkinligi 6lgmenin diginda; ekipman, ayiraglar ve iiriin yeterliligi konusunda degerlendirme
ile sonuglar tartigilmaktadir. Bu merkezlerin yaptifi galigmalarda; ABO ve D gruplamada
%96 ile %100 arasinda degisen sonuglar saptandigi belirtilmektedir. Baska bir deyisle
%A'e varan hatalt sonuglar elde edilmektedir(6,18,33,34). Hatali sonuglarin agabilecegi
felaket gozard1 edilemez. Adli tibbin engok kargilagtii paternite ¢alismalarinda veya olay
ortaminda bulunan viicut sivi ve lekelerinden suglu sugsuz ayirtminda kullamlacak
delillerin eldesinde, Yargimin bagvuru kaynagi Adli Seroloji Laboratuvarlaridir. Adalet
dogru bilgilerin eldesi ve dayanagim bilimden almasi ile sagliklilik kazanacaktir.

Hukugun bilimsel verilere dayandinlarak karar vermesini saglayacak olan
laboratuvar galigmalarinda, hatanin tolere edilemeyecegi agiktir. Bu yiizden; antijen-antikor
reaksiyonlarini etkileyen degisik faktorlerin varlift sonucu, yanlis ve istenmeyen
sonuglardan kaginmak igin; galigma sonuglarini etkileyebilen degiskenler hakkinda bilgili

olarak titiz bir teknik kullanilmalidir.
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Laboratuvar galismalarinda hatali sonuglarin en biiyiik nedeninin personel
hatalarindan kaynaklandig belirtilmektedir. Hatalarin gogunlugunun teknik problemlerden
gok sonuglart yorumlama ve kaydetme oldugu vurgulanmaktadir(6,18,27,34,42,63). Bir
¢aligmada ABO gruplamada meydana gelen 17 hatadan 13'iniin yer degistirme veya
yorumlama, 4'iiniin ise teknik kaynakli oldugu ifade edilmektedir(34). Bu konuda yapilmig
caligmalar benzer sonuglar igermektedir. Etiketleme, tiiplerin yer degistirmesi ve
sonuglarnin kaydedilmesi esnasinda meydana gelebilecek yanligliklart gok sayida tiip
yerine, bir kezde 96 ayn reaksiyonun alinabildigi plate kullanimimin (sagladigi ekonomik
avantajlar yamsira) hata yapilmasini en aza indirecegi belirtilmektedir.

Alman kanin taze olarak ¢aligilmasi, eger kullanim &ncesi bekletme siiresi 12 saati
gegecek ise +4 derecede saklanmasi gerektigi ve kanin bir haftaya kadar kullanilabilecegi
belirtilmektedir(7,26,43). Steril ve ona yakin durumlarda galigilmasmin bakteriyel
kontaminasyon ve ona bagh olarak yanhs pozitif sonuglar engellemek igin gerekli oldugu,
kani +4 derecede saklamanin bakteriyel gelisim ve iiremeye engel teskil edemeyecegi
ifade edilerek kanin taze olarak ¢aligilmasi gerektigi vurgulanmaktadir(7,25,26,43).
Caligmamizda; aldigimiz kanlari, alinmay: takipeden ilk 1/2-1 saat iginde gahistik. Kan
bekletmenin reaksiyon iizerine etkilerini gérmek icin yaptigimiz deneylerde; 1, 2, 3, ve
7 giin bekletilmig kanlarla yapilan deneylerde de aym sonuglar ahmmistir. Bekletilen
kanlar ile ayni sonuglarin net olarak eldesi, gerektiginde; bir haftaya kadar bekletilen
kanlarin galigilabilecegi veya deneyin tekrarlanmasmnin sézkonusu oldugu durumlarda

eldeki kanlar ile deneyin yeniden yapilabilecegini gostermistir.
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Deneylerde yikanmamis eritrositler kullamminmin yanhs pozitif sonuglara yol
agabilecegi belirtilerek, artefaktlari ortadan kaldirmak igin yikanmis eritrosit kullanimi
onerilmektedir(26,54). Incelenen kaynaklarda eritrositlerin elle veya otomatik yikayicilar
ile yikandig1 goriilmektedir(12,43,55,70). Yaptigimiz galigmada yikanmamus eritrositler ile
yapilan deneylerde resiispansiyonun ¢ok gii¢ ve geg oldugu saptanarak, serum fizyolojik
ile 3 kez yikanmug eritrositlerden siispansiyonlar hazirlanmigtir. Yapilan deneylerde
yikanmamis eritrosit siispansiyonlarina kiyasla resiispansiyonun daha kolay ve kisa siirede
oldugu saptanmigtir.

Kaynaklarda, %0.5 'den %3 ‘e kadar degisik konsantrasyonlarda eritrosit
siispansiyonu kullamildig: goriilmektedir(1,3,7,8,43,55). Manuel tekniklerde makroskobik
okuma kolayhif1 nedeniyle %2-3 konsantrasyonda hazirlanan eritrosit siispansiyonu
kullanilmas1 6nerilmektedir(7). Bizim galismamizda; %] ile kiigiik ve %3 ile iri kalan
aglitinasyon saptanmistir. Calismalarimiz Adli amaghi olmast ve gerektiginde galisma
sonuglart mahkemelere delil olarak sunulacagindan fotograflanmasi gerekmektedir. Yapilan
fotograflamalarda; %2 konsantrasyondaki eritrosit siispansiyonunun daha giizel gorintii
verdifi saptanmugtir. Calisma sonuglanmin, ortaya gikabilecek yeni iddialara veya
tartiymalara 151k tutmasi amaciyla kalicihinin saglanmasi gerektigi goriisiindeyiz.

Laboratuvarin sabit ve istenen 1sida olmasi gerekmektedir. Ozellikle sicakligin
ilimiz gibi gok yiiksek seviyelere ¢iktif1 yerlerde hatirda tutulmas: gereken bir faktordiir.
ABO gruplamasi sicakhigin 24-25 derece olmasinin ideal oldugu belirtilmektedir.

Laboratvarimiz hastanemizin merkezi sogutma sistemine bagl oldugundan 24-25 derece
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civarinda kalarak ideal 1s1 ortami saglanmigtir.

Kisa hizli veya uzayan yavas santrifiigasyon aglutinasyonu etkileyebilmektedir.
Yetersiz santrifiigasyon yanlis negatif sonuglara, agirt santrifiigasyon agliitinasyon olarak
yorumlanabilecek resiispansiyon zorlufuna yol agabilmektedir. Hiz ve zamanin her
laboratuvarda kendi kosullan iginde standardize edilmesi gerektigi bildirilmektedir(7,26).

Makroskobik okumada, enzim kullaniminin negatif - pozitif sonuglari ayirdetme
kolaylig1 sagladig belirtilmektedir. Eritrositlerin belirli enzimler ile isleme tabi tutulmas
onlarin aglutinasyon giiciinii arttirmaktadir(11,17,55). Bu amagla litik enzimler olan
tripsin, papain, ficin ve bromelin kullamlmaktadir. Eritrositlerin enzimler ile isleme tabi
tutulmasiin membran proteinlerinin sindirimine yolaghg, sialik asitten kaynaklanan
negatif yiizey yiikiinii ortadan kaldirdig1 belirtilmektedir(7,14,20,26). Enzim tekniklerinde
3 onemli faktor oldugu ifade edilmektedir. Bunlar; enzim se¢imi, enzim soliisyonunun
hazirlandit yer ve teknik segimidir. Bunlarin hepsindeki performansi nedeniyle
bromelinin tercih edildigi belirtilmektedir(33). Bromelinin mikroplatelerde kan gruplama
igin segilen bir enzim oldugu ifade edilmektedir. Enzim tekniklerinin ayn1 zamanda
antiserumun serolojik aktivitesini azaltacagina dikkat gekilmektedir. Islem 6ncesi 10-15
dakikalik enkiibasyonun yeterli olacagi, 4 saati agmamasi gerektigi belirtilmektedir.
Siirenin uzamasi eritrositlerin hassasiyetinin artmasi sonucu yanlis pozitif reaksiyonlara
sebep olabilmektedir(12,20,26). Enzim konsantrasyonunu kontrol etme ile, yanlig pozitiflik
ve sensivite arasinda denge kurulmasi gerekmektedir. Optimal enzim aktivite seviyesi her

enzim ve teknik igin farkli olacaktir. Her teknikte optimal enzim aktivitesini tayin etmenin
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onemli oldugu vurgulanmaktadir(24,33,44,56).

Antiserumlarin birgogunun heniiz mikroplate kullamimi igin standardize edilmig
olarak elde edilemeyecegi belirtilerek iiriin sorumlulugunun, iireticiden kullanictya
gegecefi belirtilmektedir. Her laboratuvar mikroplate kullanimi igin spesifik, yeteri oranda
giiglit ve diger konularda da uygun oldugundan emin olmalidir. Mikroplate kullanim1 igin,
yeniden standardize edilmeye ihtiyaci olan tiim ayiraglar giigliiliik ve spesifiklik igin test
edilmesi gerektigi bildirilmektedir(7). Caliyjmamizin baz1 deneyleri bu amagla yapilmigtir.

Antiserum  diliisyonu, harcanan miktart azaltarak maliyette nemli diigme
saglamaktadir. Diliisyonu saglamak igin bovin albumin veya serum fizyolojik kullanildig:
goriilmektedir. Ozellikle %22 veya %30'luk bovin albuminin %3 konsantrasyona
getirilerek kullamlmas: 6nerilerek zayif antijenik yapidaki kan grup sistemlerinde olumlu
sonuglar verdigi belirtilmektedir(7,12,15,48). Dilusyonu saglamada serum fizyolojik veya
bovin albumin kullanim1 arasindaki farki gérmek igin kiyaslamali yaptigimiz deneylerde;
net olarak bir fark saptayamadik. Su ana kadar ulashfimiz 220 vaka sayisinin
arttinlmasinin degerlendirmeye daha olumlu katkilar saglayacag: inancindayiz.

Gelismig Ulke Laboratuvar merkezleri ile olan mesafeyi kapatarak onlarin
seviyesine ulagabilmek igin; genetik materyalin elde edilebildigi, tim viicut sivi ve
dokularinin  gelismis teknikler ile kimliklendirilebildigi merkezlere sahip olma

zorunlulufunu vurgulayarak ¢alismamizi bitirmek istiyoruz.
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OZET

Viicut stvilar1 ve lekelerinin kimliklendirilmesi ve paternite aragtirmalarnt Adli
Bilimlerin popiiler konularindandir. Bu amaglarla eritrosit antijenlerinin ayird edilmesi
geleneksel yontemlerdendir. Adli Bilimlerde kan gruplannin ayird edilmesi ve
kullanimu ile ilgili ¢ok sayida kaynak vardir. Kan gruplarinin tayininde en ¢ok ve
yaygin olarak eritrosit agglutinasyonuna dayanan yontemler kullanilmaktadir. Bu
alanda mikroyontemler gibi yeni yaklagimlar, agglutinasyon teknolojisinde yeni
umutlar vaadetmektedir.

Bu galigma mikroyéntemlerden biri olan ve basitligi-giivenirligi nedeniyle
tavsiye edilen microplate yénteminin Anabilim Dalimiza oturtularak uygulanmasi
amaci ile planlanmigtir. Bu amagla kaynaklarda 6nerilen yontem evreleri ve planlanan
deneyler 220 saghikl goniilliden alinan kanda ¢aligilmigtir. Yontemin spesifikligi,
zaman ve ayirag yoninden ekonomikliligini gelistirmek igin 450 farkli deney
yapilmigtir.

Yapilan deneylerde; yikanmig eritrositlerin 1/10'luk bromelin soliisyonu ile
hazirlanan %2'lik siispansiyonlarinin en uygun oldugu, antiserumlarin bovin albumin
ile 1/4'liikk konsantrasyonlarda en iyi okunan sonuglan verdikleri, 30 microlitre eritrosit
siispansiyonu ve 40 microlitre dilile antiserumun giivenilir sonug¢ almak igin yeterli
oldugu, hiicre siispansiyonu ve antiserum karigiminin 15 dakikalik enkiibasyondan
sonra 1000 rpm'de 30 saniye santrifiijiiniin sonuglarn giplak gozle okunabilmesi ve

fotograflanabilmesi igin yeterli oldugu gozlenmistir.
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SUMMARY

Identification of the body fluids and stains and Paternity testings are populer
subjects of Forensic Sciences, antijenic determination of red cells is the traditional
technique for these purposes. There is much literature available on the use and
interpretation of blood grouping in forensic sciences. All commonly used blood
grouping tests depend on agglutination of the red cells. New approches such as
microprocedures offer much promise in agglutination technology.

This study has heen planned to settle one of the microprocedures, the microplate
technique, which is recommended for its simplisity and reliability, in our department.

In this study the microplate technique has been tested on the fresh blood
samples, withdrawn 220 healthy donors. 450 laboratory tests performed to evaluate the
specifity, economy of time and equipment of the technique.

The tests were performed to evaluate the most suitable suspending media for red
cells showed that 1/10 bromelin solution in 2% dilution is convinient for this micro
procedure. The comparison of the antiserum dilution medias and concentrations
revealed that 1/4 diluted antiserum in bovin albumin provide the best reading of the
test results. It was shown that the use of 30 microlitres of red cell suspention and 40
microliters of diluted antiserum is enough to obtain reliable results. The tests results
indicated that the use of 15 minutes incubation and 1000 rpm centrifugation for 30
seconds of the mixture of the cell suspention and antiserum provides clear

interpretation for macroscopic examination and also photography.
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