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TURKCE OZET

Giiclii immiin yanit olusturma potansiyeli nedeniyle “RhD”, en 6nemli eritrosit
antijenlerinden biridir. Bazi RHD mutasyonlar: “varyant D” fenotiplere neden
olur. RhD varyasyonlar1 “Zayif D” ve “Parsiyel D” olmak tizere iki ana gruba
ayrilir.

RhD varyasyonlarinin, bagiscilarda, hastalarda ve gebelerde dogru
tiplendirilmesi Onemlidir. Hatali bir sekilde Rh (-) veya Rh (+) olarak
saptanmalar1  anti-D  alloimmiinizasyonuna,  hemolitik  transfiizyon
reaksiyonlarina ve gebelerde yenidoganin hemolitik hastaligina (YDHH) yol
acabilir. Bu nedenle hastalar ve gebelerde zayif D/ parsiyel D ayriminin dogru
yapilmast son derece Onemlidir. Zayif D ve parsiyel D gibi RhD
varyasyonlarinin belirlenmesinde, genotiplendirme referans yontem olarak
kabul edilir. Ancak D antijeninin farkli epitoplarina kars1 tiretilmis monoklonal
anti-D antikorlar kullanilarak, serolojik tiplendirme yapilabilecegi 06ne
stiriilmektedir.

Calismamizda oOncelikle bolgemizde sik goriilen “RhD varyasyonlarini
genotiplendirme ile belirlemeyi amagladik. Ayrica, rutin kan gruplamada “RhD
varyant” olarak belirlenen bu 6rnekler, poliklonal (human) ve ¢esitli monoklonal
anti-D antikorlar kullanilarak serolojik yontemle de tiplendirildi. Serolojik
yontemle elde edilen sonuglar, etkinlik ve giivenilirlik agisindan
genotiplendirme ile karsilagtirildi.

Caligmamizda degerlendirilen varyant D 6rneklerde “zayif D” %48,8, parsiyel
D ise %51,2 siklikta bulunmustur. En sik goriilen varyasyonlar “zayif D tip 17
ve “zayif D tip 15” olarak belirlenmistir. Gerek zayif D - parsiyel D ayrimi,
gerekse RhD varyasyonlarinin tiplendirilmesi amaciyla serolojik yontemle elde
edilen sonuglar, genotiplendirme sonuglar1 ile karsilastirildiginda etkin ve
giivenilir bulunmamaistir.

Anahtar Sozciikler: RhD varyasyonlari, zayif D, parsiyel D, RhD
genotiplendirme, molekiiler kan grubu tiplendirme.



INGILIZCE OZET

GENOTYPING RHD VARIATIONS IN TURKISH POPULATION AND
INVESTIGATE THE CORRELATION OF MOLECULAR RESULTS WITH
SEROLOGIC IDENTIFICATION

Due to its strong immunogenicity, “RhD” is the most important erythrocyte
antigen after ABO antigens. Some mutations in the RHD gene lead to "D variant”
phenotypes. RhD variations are categorized in two main groups as “Weak D”
and “Partial D”.

Incorrect detection of RhD variations as Rh(-) in the donor or Rh(+) in the
recipient can lead to hemolytic transfusion reactions, anti-D alloimmunization,
and hemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN). In order to prevent the
risk, it is recommended to make a weak D/partial D differentiation in patients
and pregnant women. Molecular typing is accepted as the reference method for
weak D and partial D discrimination. However, it is also accepted that a safe
distinction can be made by serological method using panels of monoclonal
antibodies.

The aim of this study was to determine the most frequent RhD variations in our
country and to compare the reliability of the serological method with the
molecular method in typing RhD variations.

In our study, the frequency of weak D and partial D was found to be close to
each other (48.8% - 51.2% respectively), and the most common weak D variation
was found to be "weak D type 1" and partial D variation as "weak D type 15".
When molecular typing is taken as the gold standard, it has been shown that
weak D/partial D discrimination and partial D typing cannot be reliably
performed by serological method.

Keywords: RhD variants, weak D, partial D, RhD genotyping, molecular blood
group typing

\



1. GIRIS

Antijenik farkliliklara bagli olarak gelisen alloimmiinizasyon ve hemolitik
transflizyon reaksiyonlar1 ciddi transfiizyon komplikasyonlarindandir ve giivenli kan
transflizyonu 6ntindeki en 6nemli engellerden biridir. Giiniimiizde 43 farkl1 Kan Grubu
Sistemi ve 360’dan fazla eritrosit antijeni tanimlanmistir. Avusturyali bilim insan1 Karl
Landsteiner, kan grubu sistemleri igerisinde giivenli kan transfiizyonu i¢in en dnemlisi
kabul edilen ABO kan grubu sistemi ve antijenlerini bulmus ve ilk kez 1901 yilinda
yaymlamistir. Dogum sonrasinda, ortalama ilk 6 ay icerisinde, mikroorganizmalar ve
besinlerde bulunan A- ve B-benzeri antijenlerle karsilasma sonucunda, bebek kan
grubuna gore (kendinde bulunmayan antijenlere karsi) “izohemagliitinin” olarak da
adlandirilan anti-A ve anti-B antikorlar gelisir. Bu izohemagliitininlerin akut hemolitik
transfiizyon reaksiyonuna (HTR) yol agma potansiyelleri nedeniyle, transflizyon
oncesinde ABO kan grubunun dogru saptanmasi ve kan grubu uyumlu transfiizyon
yapilmasi hayati onem tasimaktadir (Smart, & Armstrong, 2020). Giiglii immiin yanit
olusturma potansiyeli nedeniyle “RhD”, en 6nemli eritrosit antijenlerinden biridir.
Bazi RHD mutasyonlar1 “varyant D” fenotiplere neden olur. RhD varyasyonlar1 “Zayif

D” ve “Parsiyel D” olmak iizere iki ana gruba ayrilir:

Zayif D: RhD proteinin antijenik biitiinliigli bozulmamuis, ancak hiicre zarinda
eksprese edilen antijen sayist azalmistir. Rh(+) kan transfiizyonu yapilan zayif D
hastalarin antikor yanit1 olusturmayacaklari kabul edilir.

Parsiyel D: RhD antijeninin yapist degismis oldugundan, Rh(+) kan
transflizyonu yapilan parsiyel D hastalar anti-D antikor olusturabilirler (Daniels,
2013a).

Rutin kan gruplama testinde kullanilan anti-D antikorlarla, varyant D
fenotiplerde zayif reaksiyon veya negatif sonu¢ gozlenebilir. Ozellikle kan
bagiscilarinda saptanan negatif sonucun, indirekt agliitinasyon yontemi ile bir kez daha

dogrulanmasi gerekir. Bu nedenle RhD varyasyonlarinin Rh pozitif (hasta) ya da Rh



negatif (bagis¢1) olarak yanlis sonuglandirilmalart ciddi komplikasyonlara neden
olabilir. HTR ya da alloimmiinizasyona neden olmamak i¢in “RhD varyant” hastalara
Rh(-) kan transflizyonu yapilmalidir. Yine, “RhD varyant” gebelerde
alloimmiinizayona bagli yenidoganin hemolitik hastalign (YDHH) riski
bulundugundan profilaktik olarak Rh immiinglobulin (Rhlg) uygulanmasi énerilir. Bu
giivenli yaklasimin olumsuz yonii ise baz1 gebelere (6zellikle zayif D tip 1, 2 ve 3)
gereksiz yere profilaktik anti-D uygulanmasidir. Ayrica Rh negatif kan kaynagi
yetersiz oldugundan, giivenli davranmak adina yine zayif D tip 1, 2 ve 3 varyasyonlari
olan hastalara Rh negatif kan verilmesi yetersiz stogun verimsiz kullanilmasina neden
olacaktir. Eger RhD varyasyonlari tiplendirilebilirse gerek transfiizyon agisindan
hastalara, gerekse YDHH riski acisindan gebelere dogru yaklasimda bulunulabilinir.
RhD varyasyonlarinin belirlenmesinde giivenilir yontem RHD genotiplendirmedir.
Ancak RhD antijenine yonelik farkli anti-D antikorlar kullanilarak (serolojik
yontemle) “zayif D” ya da “parsiyel D” tiplendirmesi yapilabilecegi o6ne siiriilmekte
ve hatta bu amagla kullanilan ticari kitler de bulunmaktadir (Daniels, 2013b; Sandler
etal., 2015).

Tez calismamiz iki temel amagla gerceklestirilmistir: Molekiiler yontemle Bursa
bolgesindeki RhD varyasyonlarini tiplendirmek ve sikliklarini belirlemek. Bu
dogrultuda elde edilen sonuglar gelecekte yapilacak ¢aligmalara da 6nemli bir veri
destegi saglayacaktir. Ayrica, rutin kan gruplamada “RhD varyant” olarak belirlenen
bu ornekleri, poliklonal (human) ve ¢esitli monoklonal anti-D antikorlar kullanarak
serolojik yontemle de tiplendirip RHD genotiplendirme sonuglariyla korelasyonunu

arastirmak.



2. GENEL BIiLGILER

Rh kan grubu sistemi, 56 antijen iceren en karmasik kan grubu sistemidir. Bu
antijenler, birinci kromozomda birbirine yakin komsulukta yer alan iki ayr1 gen (RHD
ve RHCE) tarafindan kodlanan iki ayr1 protein (RhD ve RhCE) iizerinde bulunur
(Daniels, 2013a). Giiglii immiin yanit olusturma potansiyelinden dolayr rutin kan
gruplama testlerinde ABO antijenlerine ek olarak “D” antijeni de tiplendirilir. Ancak
yukarida da anlatildig1 gibi, ¢esitli antijenik varyasyonlariin bulunmasindan dolay1
6zel durumlarda dogru kan bilesenlerinin segilmesi ve gebelikte YDHH ydnetiminde
dogru yaklagimin belirlenmesi agisindan ayrica 6nemlidir. Bu nedenle Rh kan grubu
sisteminin tanimlanmasi, genetik, yapisal ve antijenik 6zelliklerinin kisaca anlatilmasi

yararlt olacaktir.

Rh kan grubu sistemine iliskin ilk gézlem Levine ve Stetson tarafindan 1939°da
New York’ta yapildi. Dogum sonrasi kanamasi olan bir kadin hastaya esinden alinan
alinan kan verilmis ve sonrasinda da hemolitik transfiizyon reaksiyonu gozlenmistir.
Baska ABO uyumlu kanlarla da %80 oraninda uyumsuzluk gdsteren bu antikorun daha
sonra anti-D oldugu anlasilmistir. Daha sonra Landsteiner ve Wiener, rhesus maymun
eritrositleriyle tavsanlarda yaptiklart deneyler sonucunda bu antikoru anti-rhesus
olarak adlandirdilar. Ancak tavsanlardan elde edilen anti-rhesus antikorlarla insan
kaynakli antikorlarin, benzer serolojik iligkileri goriilmesine ragmen farkli antijenik
hedefleri olan antikorlar olduklar1 anlagildi. “Anti-rhesus” antikorlarin, eritrosit hiicre
zarindaki ICAM4 (intercellular adhesion molecule 4) molekiiliine karsi gelistigi
anlagilinca “anti-LW” (Landsteiner-Wiener) olarak yeniden adlandirildi. Dolayisiyla
insan kaynakli antikorlar anti-D, yeni belirlenen kan grubu sistemi ise “Rh” olarak
isimlendirildi. Daha sonra gerceklestirilen molekiiler genetik ¢alismalar, iki ayr1 lokiis

teorisini (Tippet) [( D-d), (C-c ve E-e)] destekledi (Avent, & Reid, 2000).

“D” antijeni Rh kan grubu sisteminin en 6nemli antijeni olmakla birlikte, asagida

da ayrintili olarak belirtildigi gibi, gebelerde ve sik/siirekli kan alan hastalarda antikor



gelisimine neden olan C, ¢, E ve e antijenleri de transfiizyon tibb1 agisindan dnem
tagimaktadir. Eritrosit antijenlerinin tanimlanmasinda standardizasyonu saglamak
amaciyla Uluslararas1 Kan Transfiizyonli Dernegi (International Society of Blood
Transfusion, ISBT) tarafindan sayisal bir adlandirma sistemi 6nerilmistir. Ancak Rh
haplotiplerini adlandirmada Wiener ve Fisher-Race terminolojisi yaygin olarak

kullanilmaktadir (Smart, & Armstrong, 2020).

Rh fenotipler, birinci kromozomda yer alan iki gen (RHD ve RHCE) tarafindan
belirlenir: Birbirine benzeyen (%94 dizilim benzerligi) bu iki gen 10 eksondan olusur.
Ayni kromozom flizerinde zit yonlii konumlanmislardir. Yakin konumlu bu iki gen
arasinda bir bagka gen (SMP1) yer alir. RhD proteini RHD geni tarafindan, RhCE
proteini (dolayisiyla C/c ve E/e antijenleri) ise RHCE geni tarafindan kodlanir (Chou,
& Westhoff, 2009).

417 amino asitten olusan RhD ve RhCE proteinleri, haplotipe bagli olarak,
birbirlerinden yaklasik %8 farklilik gosterirler. Proteinlerin her iki ucu da sitoplazmik
bolgede yer alan, ¢gok membran gecisli (12 transmembran segment), oldukca karmasik
proteinlerdir. Alt1 hiicre igi ve alt1 da hiicre dig1 halkadan olusurlar. Antijenik bolgeler
hiicre dis1 halkalarda bulunur ve bu halkalarin birbirleriyle olusturduklar1 kimyasal
baglar nedeniyle ti¢ boyutlu yapisal 6zellikler tagirlar. Gendeki mutasyonlara bagh
olarak proteinin herhangi bir bolgesindeki amino asit degisikligi yeni antijenik
yapilarin olusmasina yol agabilir. Bu nedenle, 56 farkli antijenden olusan “Rh” en

karmasik kan grubu sistemidir (Smart, & Armstrong, 2020).
RhD ve RhCE proteinleri hiicre zarinda, Rh-iligkili glikoprotein (RhAG) olarak

adlandirilan, %33 benzerlik gosterdikleri bir protein ile birlikte heterotrimerik bir yap1
olustururlar. Altinci kromozomda bulunan RHAG geni tarafindan kodlanan RHAG bir
bagka kan grubu sistemidir. Hiicre zarinda Rh proteinlerinin ekspresyonunda RhAG
onemli bir rol oynar. Eksikligi Rh antijenlerinin ekspresyonunu bozar. RhD, RhCE ve
RhAG’den olusan heterotrimerik yapi, hiicre zarindaki bir protein makrokompleksinin
icinde yer alir. Glikoforinler (GPA, GPB), band 3 (AE1), ICAM4 (LW) ve CD47 gibi
molekiiler yapilardan olusan bu protein kompleksinin ¢esitli islevleri vardir (Peyrard,

& Wagner, 2020).
RhD, RhCE ve RhAG, ¢ok farkli canlilarda bulunan amonyum transport

proteinlerine benzer yapidadirlar. RNAG, hayvan ve bitkilerde Mep proteinleri olarak



adlandirilan amonyum tastyicilarla benzerlik (%25) gosterir. Rhnun (hiicre zarinda RhD
ve RhCE proteinlerinin eksprese edilmeme durumu) hiicrelerde transmembran
amonyum tasinma hizinin azaldig1 gosterilmistir. Bundan hareketle, RhAG’nin, NH4*
ve NHs’tn eritrositlerin iginde tasinmasimi saglayarak amonyumun bdbrek ve
karacigere tasinmasini kolaylastirdigr ve bu mekanizmayla koruyucu bir fizyolojik
islevinin oldugu 6ne siiriilmistiir (Westhoff, Ferreri-Jacobia, Mak, & Kevin Foskett,
2002).

Rh proteinlerinin, hiire zarindan CO- gecisinde rol oynayabilecegini gosteren
kanitlar da vardir. Heterotrimerik Rh protein kompleksinin, i¢inde yer aldigi, yukarida
da tanimlanan protein makrokompleksi ile birlikte O2/CO2 gaz degisim islevi
olabilecegi de diisiinilmektedir. Hem karbonik anhidraz 1l (CAIl), hem de
hemoglobinin band 3’le baglantili olmasi, makrokompleksin, eritrositlerdeki Oz ve

CO2 degisiminde 6nemli bir islevinin oldugunu diisiindiirmektedir (Iwamoto, 2005).

Ayrica, Rhnyi bireylerde goriilen stomatositoz ve sferositoz (ve buna bagl artmis
hemoliz), Rh protein kompleksinin, eritrosit membraninin membran alti protein
iskelete baglanmasinda ve eritrosit morfolojisinin korunmasinda rol oynadiginm

diistindirmektedir (Burton, & Anstee, 2008).

“Rh™mn, 56 antijenden olusan oldukg¢a karmasik bir kan grubu sistemi oldugu
yukarida belirtilmisti. Bu karmagik yapinin temel nedeni, Rh proteinlerini kodlayan iki
farkl1 gen olmasi ve bu yakin konumlu benzer genlerde meydana gelen cesitli
mutasyonlardir. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), inzersiyon, delesyon, gen
rekombinasyonlarina bagli hibrit proteinlerin olugmasi gibi ¢esitli mekanizmalar

antijenik gesitlilige neden olur (Chou, & Westhoff, 2009).

“D” antijeni, gli¢lii immiin yanit olusturma potansiyeli nedeniyle Rh kan grubu
sistemindeki en 6nemli antijendir. Anti-D, YDHH ve HTR’ye yol agan, klinik 6nemi
olan bir antikordur. Rh(+) kan aldiklarinda, Rh(-) bireylerin anti-D olusturma
olasiliklari oldukga yiiksektir (%20-90). Saglikli bireylerde immiinizasyon orani %80-
90 iken hastalarda antikor yanit1 %20-50 olarak bildirilmistir. D antijeninin giiglii
immiinojenitesinin nedeni, Rh(-) bireylerde bulunmayan ve ¢ok sayida antijenik bolge
(epitop) iceren RHD proteininin immiin yanit olusturma potansiyelinin yiiksek

olmasidir (Flegel, 2011).



Haplotipe (Eslik eden C/c ve E/e antijenleri) gore degismekle birlikte, Rh pozitif bir

kisinin eritrosit membraninda ortalama 20-30000 D antijeni bulunur.

Rh pozitif ve Rh negatif dagilimi farkli cografyalarda, farkli toplumlarda farkli
oranlarda goriilmektedir. Avrasya tek bir kita olarak kabul edilirse dogu ucunda,
Asyal1 bazi topluluklarda Rh pozitif goriilme siklig1 %100 iken batida, Avrupalilarda

bu oran %82-88 civaridadir.

RhD proteinin hiicre zarinda bulunmamasi, yani D antijeninin yoklugu Rh(-)
olarak tanimlanir. Bu durum g¢ogunlukla RHD geninin silinmesinden (delesyon)
kaynaklanir., beyaz irkta hemen tamamen, esit olmayan c¢apraz degisim (unequal
crossing-over) sonucu. Rh(-) fenotipe yol acan, daha ¢ok Siyah Afrikalilarda goriilen
bir bagka mekanizma ise 4. eksonda 37 baz-¢iftlik duplikasyonla birlikte (inzersiyon)
6. eksondaki bir nonsense mutasyona bagli olarak ortaya cikan erken stop kodon

nedeniyle olusan inaktif RHD (RHDy) genidir (Flegel, 2011).

RHD geninde gerceklesen bazi mutasyonlar ise “varyant D” olarak adlandirilan

varyasyonlara yol acar. RhD varyasyonlari kabaca ikiye ayrilabilir:

RhD proteininin transmembran veya hiicre i¢i bolgelerdeki amino asit
degisikliklerine yol agan mutasyonlar Zayif D fenotiplere neden olur. Bu
mutasyonlarla, D antijeninin hiicre dis1 yapisinin degismedigi, fakat hiicre yiizeyinde
eksprese edilen antijen sayisinin azaldigi kabul edilmektedir. Baz1 varyasyonlarda
eritrosit membranindaki D antijeni sayis1 300-500’e kadar azalmistir. Bu nedenle zayif
D bireylerde yapilan kan gruplama testinde, anti-D ile negatif ya da zayif agliitinasyon
reaksiyonlar1 gézlenebilmektedir. Proteinin ekstraselliiler bolgelerinde bir degisiklik
olmadig diisiincesiyle, zayif D bireylerin Rh pozitif kan transfiizyonu sonrasinda anti-
D yaniti olusturmayacaklar1 varsayilmaktaydi. Yakin zamanda biriken gozlemler,
zayif D olarak adlandirilan pek ¢ok fenotipin (tip 4.2, 15 ve 21 gibi) anti-D yanit
olusturdugunu gdstermistir. Bu nedenle, zayif D tip 1, 2 ve 3 disindaki RhD
varyasyonlarinin parsiyel D gibi degerlendirilmelerinin daha gilivenli olacagi

bildirilmektedir (Sandler ve ark., 2015).

Parsiyel D fenotipler daha ¢ok gen rekombinasyonlarina bagli olusan hibrit
protein yapilardan kaynaklanir. “D” antijeninin biitiinliigli bozulmus ve bazi epitoplar
kayiptir. Bu nedenle parsiyel D hastalara Rh pozitif kan transfiizyonu yapilirsa anti-D

antikor olusturabilirler.



Del fenotipte eritrosit membranindaki D antijen sayisi, direkt ya da indirekt
agliitinasyon gibi rutin serolojik testlerle saptanamayacak diizeyde azalmstir.
Kuskulanilan olgularda ancak eliisyon/adsorbsiyon testleriyle saptamak miimkiindiir.
Daha ¢ok Dogu Asya toplumlarinda goriilmektedir. Baz1 bolgelerde Rh negatif olarak
saptanan bireylerin %10-30’unun Dej oldugu bildirilmistir (Westhoff, 2004).

“D” kadar giiclii immiinojen olmasalar da “C, ¢, E ve e” antijenlerine karsi
gelisen antikorlar HTR ve YDHH’ye yol agabilirler. Bu nedenle, herhangi bir Rh
antikoru olan hastaya antijen uyumlu transfiizyon yapilmasi dogru yaklasimdir. RHCE
geninde gergeklesen ve RhCE proteinindeki bazi amino asit degisikliklerine yol agan
SNP’ler farkli “C-c ve E-e” haplotiplere neden olur. “C-c¢” polimorfizmi ikinci
ekstraselliiler halkada meydana gelen Ser103Pro degisikliginden kaynaklanirken “E-
e” polimorfizmi ise dordiincii ekstraselliller halkada meydana gelen Pro226Ala

degisikliginden kaynaklanir (Chou, & Westhoff, 2009).

Rh “Ciplak Fenotip” Rhnui 0lduk¢a nadir goriiliir. Eritrosit membraninda RhD
ve RhCE proteinlerinin bulunmamasi durumu “Rhny fenotip” olarak tanimlanir. Bu
duruma yol agan iki ayr1 mekanizma tanimlanmistir. Rh(-) bireylerde (RhD proteini
yoktur) ayni zamanda RHCE gen inaktivasyonun bulunmasi nedeniyle RhCE proteini
de iretilemez. Ya da RHAG gen inaktivasyonu nedeniyle RhAG proteininin
tiretilemedigi durumlarda normal aktif RHD ve RHCE genleri olsa bile RhAG
yokluguna bagl olarak RhD ve RhCE proteinleri de membranda eksprese edilemez.
Rhnun hiicreler islevsel ve morfolojik olarak anormaldir. Rhnun bireylerde, splenektomi

gerektirecek diizeylerde hemolitik anemi goriilebilir (Burton, & Anstee, 2008).

Rh negatif gebelerde olusan anti-D, YDHH’ye neden olabilir. Gebelik takibi sirasinda
ve dogumdan hemen sonra anneye uygulanan RhIG YDHH’yi onlemede etkilidir.
Uzun zamandir Rh negatif gebelere rutin olarak profilaktik RhIG uygulanmaktadir ve
bu sayede anti-D kaynakli YDHH sikligi gliniimiizde olduk¢a azalmistir. RHD
genotiplendirme yapilamadigi durumlarda “varyant D annelerde de YDHH gelisme
riski gbz 6nilinde bulundurularak, gerektiginde profilaktik olarak Rh1G uygulanmalidir
(Urbaniak, 2006).

Pek c¢ok iilkede, sik ve siirekli kan transfiizyonu yapilan hastalarda
(hemoglobinopatiler) C, c, E ve e gibi diger Rh antijenleri de tiplendirilerek antijenik

olarak uyumlu kan tercih edilmektedir. Baz1 iilkelerde ise sik/siirekli kan alan hastalara



ek olarak dogurganlik cagindaki kadinlara ve kiz c¢ocuklarma C, c, E, e ve K

eslestirilmis transfiizyon yapilmasi dnerilmektedir.

Yukarida bahsedilen ¢esitli varyasyonlardan dolay1 eritrositlerde RhD kan
gruplamada dikkatli olmak gerekir. Bu konuda yayinlanan ¢esitli ulusal ve uluslararasi
rehberlerde, hasta ve bagiscilar i¢in farkli 6nerilerde bulunulmaktadir. Bagiscilarda (ve
yenidoganlarda): RhD kan gruplama testinde iki farkli monoklonal anti-D antikor (biri
DVI+ olmali) kullanilmasi1 gereklidir. Anti-D ile reaksiyon goriilmeyen eritrositlere
indirekt antiglobiilin test (IAT) yontemi ile “Zayif D testi” yapilmalidir. ilk anti-D kan
grubu testi ile veya zayif D testi ile pozitif saptanan 6rnekler RhD pozitif olarak
tanimlanmalidir. Tlk anti-D kan grubu testi ve zayif D testi negatif olan 6rnekler Rh
negatif olarak tanimlanir. Hastalarda (ve Gebelerde): RhD kan gruplamada (DVI-)
anti-D kullanilir. Rh negatif olarak saptanan hastalarda zayif D testi yapilmasina gerek
yoktur.

Amag¢ RhD varyasyonlarmin hatali tiplendirilmesinden kaynaklanabilecek
riskleri onlemektir. Bagiscilarda RhD varyasyonlarinin (zayif ya da parsiyel D),
yanliglikla Rh negatif olarak tanimlanmasi, bu kan bileseninin Rh negatif hastaya
verilecegi diisiiniiliirse, anti-D alloimmiinizasyona ya da HTRye yol agabilir. Bundan
dolay1, kan grubu Rh negatif olarak belirlenen bagisg1 6rnekleri varyant D yoniinden

ikinci bir kez test edilir (zayif D testi).

Rh kan gruplamada molekiiler yontemler cesitli amaglarla kullanilmaktadir.
Genotiplendirme ile D, C, ¢, E, e gibi Rh antijenlerinin saptanmasi ve RhD
varyasyonlarinin tiplendirilmesi miimkiindiir. Bu amagla Sekans Spesifik Primer-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (SSP-PCR), Real-time PCR ve dizileme (next generation
sequencing, NGS) gibi yontemlerden yararlanilmaktadir. Molekiiler yontemler
arastirma ya da referans laboratuvarlarda sorun ¢6zmek amagli kullanilmakla birlikte
bazi lilkelerde rutin uygulamaya da girmistir. RhD varyasyonlarinin tiplendirilmesi ve

fetal RhD genotiplendirme amaciyla kullanilmaktadirlar.

Simdiye dek RhD varyasyonlarina yol agan yiizlerce alel tanimlanmistir
(150°den fazla Zayif D). Tiim bu karmasik gesitliligin ¢oziimlenebilmesi ve hatta
yalnizca zayif D/parsiyel D ayrimimin yapilabilmesi bile serolojik olarak miimkiin
degildir. “Zayif D Tip 1, 2 ve 3”iin Rh pozitif olarak kabul edilebilecegini yukarida

belirtmistik. Dolayistyla genotiplendirme ile bu varyasyonlardan birine sahip hastaya



Rh pozitif kan giivenle kullanilabilir (Kisitli Rh negatif kan kaynag1 gereksiz yere
kullanilmamis olur). Yine, Zayif D Tip 1, 2 veya 3 olarak tiplendirilen bir gebeye
gereksiz yere anti-D (RhIG) profilaksisi uygulanmamis olur.

Genellikle ilk trimestir sonlarinda, Rh negatif gebelerin kan drneginde bulunan
“Hiicre Dis1 (cf) Fetal DNA”dan fetal RHD belirlemek miimkiindiir. Fetlis Rh negatif
olarak tiplendirilirse Rh negatif anneye gereksiz yere anti-D (RhIG) profilaksiden

kacinilmis olur.

Tez calismamiz iki temel amagla gerceklestirilmistir: Molekiiler yontemle Bursa
bolgesindeki RhD varyasyonlarini tiplendirmek ve sikliklarini belirlemek. Bu
dogrultuda elde edilen sonuglar gelecekte yapilacak calismalara da 6nemli bir veri
destegi saglayacaktir. Ayrica, rutin kan gruplamada “RhD varyant” olarak belirlenen
bu ornekleri, poliklonal (human) ve ¢esitli monoklonal anti-D antikorlar kullanarak
serolojik yontemle de tiplendirip RHD genotiplendirme sonuglariyla korelasyonunu

arastirmak.



3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 2011-
10/27 numarali onayiyla gerceklestirildi. Bu calisma, 2011-2014 yillar1 arasinda,
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dr. Rasit Durusoy Kan merkezinde yapilan
rutin kan gruplama testleri sonucu “varyant D” olarak saptanan bagiscilardan alinan
46 kan ornegiyle gerceklestirildi. RhD kan gruplamada zayif agliitinasyon gosteren ya
da ilk gruplamada negatif reaksiyon gosterip zayif D testi ile pozitif saptanan drnekler
“varyant D” olarak tiplendirildi. “Varyant D” olarak saptanan ve Kan Merkezine geri
cagrilan 46 bagis¢idan alinan yeni 6rneklerde 6nce RhD tiplendime, Rh subgrup
tiplendirme (C, ¢, E, e ve Cw antijenleri) ve serolojik yontemle (basit ve ileri), “zayif
D”/“parsiyel D” ayrim1 yapildi. Basit serolojik analizde poliklonal (Human) anti-D
kullanilarak “zayif D”/“parsiyel D” ayrimi yapilirken; ileri serolojik analizde farklh
RhD epitoplarina karst 12 farkli monoklonal antikordan olusan bir panel ile “zayif
D”/“parsiyel D” tiplendirmesi yapildi. Serolojik testler ¢alisildiktan sonra ornekler, -
20°C’de dondurularak saklandi. Biitiin 6rneklerin toplanmasinin ardindan dondurulan

ornekler ¢ozdiiriildii ve PCR-SSP yontemiyle RhD genotiplendirme yapildi.

Serolojik testler Jel Santrifiigasyon yontemi ve kartlar1 (Mikrokolon) (Bio-Rad
Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland) yardimiyla gerceklestirildi (Sekil-3.1).
Eritrosit hattinin mikrotiipiin yiizeyinde olmasi veya i¢inde dagilim gostermesi pozitif
reaksiyon, dibinde, dagilim gostermeden bulunmasi negatif reaksiyon olarak
degerlendirildi. Pozitif reaksiyon, mikrotiip i¢indeki eritrositlerin ilgili antikorlar ile
spesifik olarak baglandiginm1i ve agliitinasyonun olustugunu gosterirken, negatif

reaksiyon herhangi bir agliitinasyonun olmadigini goéstermektedir.
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Monoklonal

Sekil-3.1: Serolojik testlerde kullanilan kartlara 6rnek

3.1. Rh tiplendirme: Kan oOrneklerinde RhD tiplendirmesi monoklonal anti-D

antikorlar [hiicre serileri LHM 59/20 (LDM3) + 175-2] kullanilarak yapildi.

Tiplendirme i¢in asagidaki basamaklar izlendi.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.14.
3.15.
3.1.6.

3.1.7.

Elli uL tam kan 6rnegi ve 500 puL ID-Diliient 2 (Bio-Rad Laboratories
1785 Cressier FR Switzerland) ile %5°lik test 6rnegi hazirlandi.

Test reajenlerinin sicakligi kullanilmadan 6nce oda sicakliina getirildi.
Elli uL “ID-DiaCell A1” besinci mikrotiipe, 50 pL “ID-DiaCell B” altinci
mikrotiipe eklendi (Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR
Switzerland).

Elli pL bagisc1 plazmasi besinci ve altinct mikrotiiplere eklendi.

Kartlar oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

Birden dorde kadar olan tiim mikrotiiplere 10 pL hazirlanmis olan %5°’lik
hasta test 6rnegi pipetlendi.

ID-Centrifuge’de (Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland)
10 dakika 85xg hizinda santrifiigasyonun ardindan reaksiyonlar
degerlendirildi (Sekil-3.2).

" l Wb ’
- N - - | -

- B DV|-| ctl | Ar | B

(RH1)
monocional

2
%

i

= =

Sekil-3.2: ABO ve Rh tiplendirme sonrasi kart goériiniimii
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3.2.  Rh subgrup tiplendirme: C, ¢, E, e ve Cw antijenleri tiplendirmede asagidaki

basamaklar izlendi:

3.2.1. Elli pL tam kan 6rnegi ve 500 puL ID-Diliient 2 ile %5’lik test 6rnegi
hazirlandi.

3.2.2. Rh subgrup kartinin tiim mikrotiiplerine %5’lik test 6rneginden 10 pL
pipetlendi (Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland).

3.2.3. ID-Centrifuge’de 10 dakika, 85xg hizinda santrifiigasyonun ardindan
reaksiyonlar degerlendirildi (Sekil-3.3).

. .
W : ' i :‘)
|C A - I i I | J
| i |
- £ £
‘ ‘ l ' ‘ ’ ’ \ ’
- \ - : - - - - - - -

S L | e | e ]er | e e | e

nocional
%

= Tl R

Sekil-3.3: Rh subgrup tiplendirme sonrasi kart goriiniimil

3.3. RhD tiplendirme sonrast Rh(-) olarak saptanan ornekler, monoklonal anti-D
IgG (hiicre serisi ESD1) (Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland)
kullanilarak “Zayif D” analizi yapildi. Bu amagla asagidaki basamaklar izlendi.
3.3.1. Bir mL ID-Diliient 2 ve 10 pL eritrosit rnegi ile %0,8’lik test drnegi
hazirlandi.

3.3.2. Elli pL % 0,8’lik test 6rnegi karttaki uygun mikrotiipe pipetlendi.

3.3.3. “Zayif D” dogrulamasi i¢in 50 pL “ID-DiaColon Anti-D” pipetlendi.

3.3.4. Kart 37°C’da 15 dakika inkiibe edildi.

3.3.5. ID-Centrifuge’de 10 dk 85xg hizinda santrifiigasyonun ardindan
reaksiyonlar degerlendirildi (Sekil-3.4).

3.3.6. Zayif D testi pozitif olarak saptanan drneklerde Direkt Antiglobulin Test
(DAT) calisildi. DAT pozitif olarak saptanan ornekler RhD varyant

olarak tiplendirilmedi ve ¢aligma kapsami disinda birakildi.
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Sekil-3.4: “Zayif D” testi sonrasi kart goriintimii

3.4.

3.5.

“Zayif D” analizinin ardindan parsiyel D’leri degerlendirmek i¢in poliklonal
Anti-D yardimiyla basit serolojik “Varyant D” analizi yapildi (Bio-Rad
Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland). Bu asamada asagidaki basamaklar
izlendi.
3.4.1.Elli pL tam kan 6rnegi ve 500 pL ID-Diliient 1 ile %5’lik test drnegi
hazirland1 (Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland) ve 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
3.4.2. Test kartinin uygun mikrotiipe %5’lik test 6rneginden 10 pL pipetlendi
(Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland).
3.4.3.1D-Centrifuge’de 10 dakika, 85xg hizinda santrifiigasyonun ardindan

reaksiyonlar degerlendirildi.

“Varyant D”’nin basit serolojik yontemle saptanmasi ve monoklonal antikorlarla

dogrulanmasinin ardindan, farkli RhD epitoplarina kars1 12 farkli monoklonal

antikordan olusan bir panel yardimiyla ileri serolojik analizle “Varyant D”

tiplendirme yapildi (Bio-Rad Laboratories 1785 Cressier FR Switzerland).

3.5.1. Bir mL ID-Diliient 2 ve 10 pL yikanmuis eritrosit 6rnegi ile %0,8’lik test
ornegi hazirlandi.

3.5.2. Anti-D reajeninin oda sicakligina ulagsmasi saglandi.

3.5.3. Elli pL %0,8’lik test 6rnegi tim mikrotiiplere pipetlendi.

3.5.4. Her bir Anti-D’den (1-12) 25 pL uygun mikrotiiplere pipetlendi.

3.5.5. Kartlar 37°C’da 15 dakika inkiibe edildi.
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3.5.6. ID-Centrifuge’de 10 dk 85xg hizinda santrifiigasyonun ardindan sekil-

3.5’te goriilen tablo araciligiyla reaksiyonlar degerlendirildi.

DHK /
o/ Div bv DAR | DAR-E
DNU b ) @ DCs ovi bvi DOoL DFR 3,5) @ D?::-il DBT DHAR

Weak D
(5,8)

z

1
2
3
4
5
6
T
8
9

Sekil-3.5: Ileri serolojik yontemle “Varyant D” tiplendirme paneli

3.6.

Serolojik testlerin tamamlanmasi ve biitiin 6rneklerin toplanmasinin ardindan
dondurulan 6rnekler ¢ozdiirtildii ve PCR-SSP yontemiyle RhD genotiplendirme
yapildi (inno-train Diagnostik GmbH Kronberg/Taunus Germany).

3.6.1. Genomik DNA izolasyonu, Ready DNA Spin Kit (inno-train Diagnostik
GmbH Kronberg/Taunus Germany) yardimiyla gerceklestirildi.

3.6.2.1zole edilen DNA’lar TRIS buffer (10 mM tris, pH 7-8, maks 1 mM
EDTA) ile 25-50ng/uL konsantrasyonda ¢oziildii.

3.6.3.“Zayif D” ve “CDE” i¢in mastermixler hazirlandi. PCR seridindeki
kuyucuk basina 6 pL distile su, 3 uL ReadyPCR (RBC-Ready Gene,
inno-train Diagnostik GmbH Kronberg/Taunus Germany), 0,08 uLL Taq
(AxiTag DNA  Polymerase, inno-train  Diagnostik =~ GmbH
Kronberg/Taunus Germany) ve 1 pL DNA 6rnegi kullanildi.

3.6.4. Mastermixler iyice karigtirildiktan sonra PCR seridindeki kuyucuklara
10’ar pL pipetlendi.

3.6.5. Kuyucuklar cover strip/PCR mat ile kapatildiktan sonra PCR reaksiyonu
icin Thermal Cycler’a (CG1-96, Corbett Research, Qiagen, Hilden,
Diisseldorf, Germany) tagindi.

3.6.6. RhD DNA amplifikasyonu i¢in agagidaki basamaklardan yararlanildi:

3.6.6.1. Iki dakika 94°C, bir dongii,
3.6.6.2. Ardisik 20 saniye 94°C ve 60 saniye 65°C’da, 10 dongii,
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3.6.6.3. Ardisik 20 saniye 94°C, 60 saniye 61°C ve30 saniye 72°C’da,
20 dongti,
3.6.6.4. Soguma 10°C.

3.6.7. Elektroforez asamasi i¢in dnce jel olusturuldu. %2°lik agaroz jel (1x) tris,
borik, EDTA (TBE) yardimiyla olusturulduktan sonra, 1sitild1 ve
sogutuldu. Final konsantrasyonu 0,7 pg/mL olacak sekilde etidyum
bromid eklendikten sonra jel dokiildii.

3.6.8. Ornek taraklar sivi jel icine yerlestirildi ve 30 dakika beklemeye
birakildi.

3.6.9. Ardindan jel elektroforez boliimiine yerlestirildi ve (1x) TBE eklendi.

3.6.10. Jel yuvalart amplifiye edilen DNA o&rneklerinin tam hacimleriyle
doldurulup ve 3 puL 100 bp ladder (Axygen Biosciences, Union City,
USA) eklendikten sonra elektroforez 8-10 V/cm ile yiiriitiildii (Cleaver,
Rugby, CV22 7DH, UK).

3.6.11. Elektroforezde goriilen bantlarin (Sekil-3.6, 3.7) degerlendirilmesi
tiretici firma talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi (Sekil-3.8, 3.9).

Sekil-3.6: “Zayif D” genotiplemede bantlarin representatif gdériiniimii

Sekil-3.7: CDE genotiplemede bantlarin representatif goriiniimii
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3.7. Elde edilen kategorik verilerin degerlendirilmesinde McNemar ve Binomial
testlerden yararlanildi. Anlamlilik degeri olarak a=0,05 alindi. Analizler SPSS
Version23 programinda yapildi.

Reaction No. 1 2 e 5 6 7 8

PCR Product 248 126 ‘ 166 138 12 175 21 221
(Size in bp) 151 | 98 125 136

weak D | weak D

typet, | type2
1.1

weak D | weakD | weakD l weak D | weakD | weak D

type3 | type4, | types i type type1z, | type1z,

14 | 4.0/4.1, 11 4.2 15

Specificity

weak D type 1

weak D type 1.1

weak D type 2

weak D type 3

weak D type 4.0/4.1 " . . ::.v"‘ _
weak D type 4.2 - - - [
weak D type s

weak D type 11

weak D type 14 - . . i

weak D type 15

weak D type 17

Results:

Sekil-3.8: “Zayif D” genotipleme degerlendirme algoritmasi
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Protocol for Documentation 201402
Reaction No. ' 2 [ [s[s[2[8[] @ [w]n[nr][s [Ww ] |®
PCR-Product 124 143 139 | 152 | 130 | 122 [ 186 | 147 106 s | w7 | s 1%s | 188 | 135 | 139

Y 305 303 298 o7 | 65 | 135 | 133 | Typkally
(Slze'":, bp) "_d_w assoclared
Specificity D, D,C Dy | Oy | Dy | By | Do | Dy C ¢ | E| e ]| D D DNB | DNB | haplotyae

DHMi | DAU | 697A 627&

CATPA Block

D, &
d
3
(\‘.'
<" {rare)
<
5 Legend for table
Dcallia see back —
Deat i lype 5=~ 6 | open
Ocat il type 7 ¥* open
D cat Il ** cDe
D catllic CD=
O cat i type 4 Dpen
D cat Iva cle
Deal W vpen
Deat Wiype s
Dcat Vitvpes Che
0 cat O iype 4 CDe
DeatVityp:® cOE
DeatVlsvp > <be
DealViivps Che
DcatVityp 3 D2
DeatVatypes, open
D cat Va,
eeatViype 7, 05
DeatViype s, cbE
CB5-¢, DESH,
D cal Va ype 6 (identical
to DV type 37)
UcatVtyper, - open
D cat Va FE,
DeatVatypey,
CcatvaTo
DtV T, % . z open
Dcal Valype 8
D cal Va (SM), : - [
Dcatvatypes
D cat Va (DHK,DYO), - - - |<oe
D cal Valype s
D cat Vil - -
DNE - Coe
DALLD D3 e
DAL-4 - - feoe =
DHING - - - _JeoE
DHMT <DL
DRT type 1 Cde
DET type2 open
DAR {weak D Lype 4.2} <De
weeak D type 4.0, 8.4, 14
weeak D type 4.2, 4.2.2" -1 - 1 - el
DFR typet CDe
OFR type 2 npen
DHAR (Rh33) cDe
0 ps
AHDLE{19)-D(10} cdk
AHO.CE(7.9}-D Cdr
AHD-CE(3-7)}-D Cde
dit e’
AHD-LE{4-7)-D <dE
AHD-CE(E-9)D CDELe
weak D type 25
Hesult o
Heaction No. 1 2 % 3| 4 ]s5]s6lz218]09 w [ n ]z [w] s | 6

Sekil-3.9: CDE genotipleme degerlendirme algoritmasi
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4. BULGULAR

Calismamiza “Varyant D” oldugu belirlenen 46 olgu dahil edildi. Ancak
molekiiler tiplendirmede bir tane (%2,3) Rh(-), iki tane de (%4,7) Rh(+) olgu

saptandig1 i¢in degerlendirmeler 43 olgu lizerinden yapildi.

Basit seroloji ile varyasyonlarin 9u parsiyel D (%20,9), 23"l ise zay1f D (%54,5)
olarak saptand1 ve 11 olgu (%25,6) ise tanimlanamadi. leri seroloji ile varyasyonlarin
36’s1 (%79,1) parsiyel D olarak saptanirken 9 olgu ise (%20,9) tanimlanamadi.
Molekiiler tiplendirme ile varyasyonlarin 21°i parsiyel D (%48,8), 20’si ise zayif D
(%46,5) olarak saptandi ve iki olgu ise (%4,7) tanimlanamadi (Tablo-4.1 ve Sekil-4.1).

Tablo-4.1: Toplu sonuglar

Seroloji Seroloji

(Basit) (ileri) Molekiller
Zayif D 23 (%54,5) 0 20 (%46,5)
Parsiyel D 9 (9%20,9) 34 (%79,1) 21 (%48,8)
Tanimlanamadi 11(%25,6) 9 (%20,9) 2 (%4,7)

Istatistiksel analiz icin herhangi bir testte “Tammlanamadr” seklinde sonug
alian tiim orneklere ait veri goz ardi edildi. Bu nedenle istatistiksel analiz icin {i¢

yontemle de sonug alinan 22 adet 6rnek sonucu kullanildi.

Basit seroloji ile molekiiler yontemin Rh varyasyonlarmi saptamadaki
tutarliliklart McNemar testi ile analiz edildi. Sonuglar arasinda istatistiksel bir farklilik
olmadig (p=0,625) ve sonuglarin birbiriyle %81,8 oraninda tutarli oldugu belirlendi
(Tablo-4.2).
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O Parsiyel D
O Tanimlanamadi

Seroloji Serolop Molekuler
(Basit) (lleri)

Sekil-4.1: Saptanan “Varyant D”lerin yontemlere gore dagilimu

Tablo-4.2: Basit seroloji ile molekiiler yontemin istatistiksel analizi

Seroloji (Basit)
p
Zayif D Parsiyel D
5 | ZayfD 11 (%50,0) 1 (%4,5)
H=1
% 0,625
o
= | Parsiyel D 3 (%13,6) 8 (%31,8)

Ileri seroloji ile molekiiler yontemin Rh varyasyonlarini saptamadaki
tutarliliklarinin  analizinde, ileri seroloji ile “Zayif D” saptanmamasi nedeniyle
Binomial testten yararlanildi. leri serolojide “Parsiyel D” olarak belirlenen olgular
molekiiler yontemle %54,5 oraninda “Zayif D”, %45,5 oraninda ‘“Parsiyel D”
saptandig1 igin, 0,50 oranina gore test edildi. Iki ydntem arasinda “Zayif D” ve
“Parsiyel D”yi saptamada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadig: igin
(p=0,832), yontemler arasinda “Zayif D” ve “Parsiyel D”yi saptamada uyum
bulunmadigi belirlendi (Tablo-4.3).

Ileri serolojik ve molekiiler ydntemlerle tanimlanmis Rh D varyasyonlari Tablo-
4.4’te ve Sekil-4.2°de gosterilmistir. Molekiiler yontemle en sik saptanan zayif D
varyasyonu “zayif D tip 17 iken, parsiyel D varyasyonu “zayif D tip 15 idi. leri
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serolojik yontemle baskin parsiyel D varyasyonu “DIII” ve “DFR” olarak belirlendi.

iki yontemle “DVI” ve “DVII” disinda tiplendirme agisindan uyum goriilmedi.

Tablo-4.3: ileri seroloji ile molekiiler yontemin istatistiksel analizi

Seroloji (fleri)
p
Parsiyel D
5 | ZayfD 12 (%54,5)
=)
€ 0,832
< | Parsiyel D 10 (%45,5)

Tablo-4.4: ileri seroloji ve molekiiler yontemlerle saptanan RhD ve D varyant sonuglari
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Sekil-4.2: Tleri seroloji ve molekiiler yontemle saptanan sonuglar
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5. TARTISMA ve SONUC

Rh, iki farkli gen (RHD ve RHCE) tarafindan kodlanan, en karmasik kan grubu
sistemidir. Cesitli mutasyonlardan kaynaklanan ve g¢ogunlugu, bu mutasyonlarin
neden oldugu hibrit RHD/RHCE proteinleri {izerinde bulunan 55 farkli antijenden
olusur. Rh genlerinde gergeklesen gesitli mutasyonlar, RHD proteininde, Rh negatif,
DEL, Zayif D, Parsiyel D gibi fenotiplere neden olan c¢ok sayida varyasyona yol
acmaktadir. Arastirmamizin konusu olan Zayif D ve Parsiyel D fenotiplere

bakildiginda, tanimlanmis yiizlerce RHD varyasyonunun oldugu ve siirekli yenilerinin

eklendigi goriilecektir (Lyu, Jiao, Ma, & Hu, 2021; Qian ve ark., 2019).

Uluslararas: literatiir incelendiginde farkli RHD varyasyonlarinin farkli
toplumlarda farkli sikliklarda saptandigr goriilmektedir. Arjantin’in  merkezi
bolgesindeki biiyiik sehirlerden birinde (Rosario) farkli etnik kdkenlerden olusan bir
popiilasyonun arastirildigi ¢alismada %25 oraninda DVII (Parsiyel D) saptanirken
zayif D tip 1 %23,86 oraninda bulunmustur (Brajovich ve ark., 2012). Kuzeybati
Arjantin’de bir yerli Amerikali toplulukta yapilan arastirmada ise en sik saptanan
varyasyon zayif D tip 93 (%25,11) olarak belirlenmistir (Trucco Boggione ve ark.,
2019). Hirvatistan’da yapilan bir ¢aligmada en sik saptanan varyasyonlar zayif D tip 3
(%46,1) ve zayif D tip 1 (%37,7) olarak goriilmektedir (Dogic ve ark., 2011).
Avustralyali kan bagiscilarinda yapilan bir aragtirmada ise zayif D tip 1 (%43,3), zayif
D tip 2 (%25,8) ve zayif D tip 3 (%8,2) en sik saptanan varyasyonlar olarak
bulunmusgtur (McGowan ve ark., 2017). Avusturya’da da en sik zayif D tip 1
saptanirken (%35,8) zay1f D tip 2 %14,4 ve tip 3 %9,5 oranlarinda bulunmustur (Polin,
Danzer, Hofer, Gassner, & Gabriel, 2007). Yunanistan’da kan bagis¢ilarinda yapilan
bir caligmada zayif D tip 1 %57,8, zayif D tip 3 %12,5, zayif D tip 11 %7,8, zayif D
tip 5 %4,7, zayif D tip %3,1, zayif D tip 15 ve RHD*DAR4 (zayif D tip 4.1) %1,6
oraninda saptanmistir (Koutsouri ve ark., 2019). Brezilya’nin giineyinde (Parana

bolgesinde) yapilan bir ¢alismada en sik zayif D tip 1 saptanirken (%38,5) zayif D tip
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4 %20,5, zayif D tip 3 ve DAR %12,8 oraninda bulunmustur (Zacarias ve ark., 2016).
Tiirkiye’de (Istanbul’da) yapilan bir ¢calismada zayif D tip 15 (26.9 %), DFR (14.9 %),
zayif D tip 11 (14.9 %) ve zayif D tip 1 (13.4 %) olarak saptanmistir (Yanasik ve ark.,
2021). Bir baska ¢alismada Danimarka’da zayif D tip 1 %78,9, zayif D tip 2 %38,8,
zayif D tip 5 ve DVI %3,5 oraninda saptanirken ABD’de zayif D tip 1 %26,7, zayif D
tip 4.0 %18,8, zay1f D tip 2 ve DAR %13,9 oraninda saptanmistir (Vege ve ark., 2020).
Iki ayr iilkede ortak yiiriitiilen bir ¢alismada, Bosna Hersek’te (Banja Luka) zayif D
tip 3 %58,8, tip 1 %35,3 ve DNB %1,2 olarak saptanirken Sirbistan’da (Belgrad) zayif
D tip 1 %41,9, tip 3 %30,7, tip 14 %6,5, tip 15 ve DNB %1,6 olarak saptanmigtir
(Guzijan, Srzentic, Pavlovic Jankovic, Djilas, & Lili¢, 2019). Cin’de, etnik Han
poplilasyonunda yapilan bir caligmada 305.572 bagiscinin kan grubu degerlendirilmis,
%99,53 RhD(+), %0,46 RhD(-) ve %0,0105 RhD varyant olarak belirlenmis, en sik
saptanan RhD varyasyonu zayif D tip 15 (%34,4) olarak saptanmustir (Yan, Wu, Zhu,
Hong, & Xu, 2007). Giiney Kore’de yapilan bir calismada 188.852 o6rnek
degerlendirilmis, %99,74 RhD(+), %0,24 RhD(-) ve %0,0169 RhD varyant olarak
belirlenmis, en sik saptanan RhD varyasyonlar1 zayif D tip 15 (%20,1) ve tip 13
(%17,4) olarak saptanmistir (Chung, Kim, Yu, Bae, & Cho, 2021). Kuzey
Hindistan’da yapilan bir ¢alismada en sik saptanan varyasyonlar zayif D Tip 1 (%17,9)
ve DFR1 (%17,9) olarak belirlenmistir (Khetan, Verma, Chaudhary, & Shukla, 2020).
Tayland’da yapilan bir ¢calismada en sik saptanan varyasyon DVIL.3 (%29,4) olarak
saptanmigtir (Thongbut ve ark., 2021). Avusturya ve Almanya’da gergeklestirilen bir
calismada Tirol bélgesinde (Avusturya) zayif D tip 3 %50, zayif D tip 1 %33, zayif D
tip 2 %8 bulunurken Kuzey Almanya’da zayif D tip 1 %65, zayif D tip 2 %17, zayif
D tip 3 %17, Glineybat1 Almanya’da ise zayif D tip 1 %60, zayif D tip 2 %27, zayif D
tip 3 %9 olarak saptanmistir (Miiller ve ark., 2001). Brezilya’da yapilan bir ¢alismada
zayif D tip 4.2 %31,3 olarak saptanirken tip 3 %18,7, tip 4.0/4.1 %18,7, tip 1 %12,5
ve tip 2 %6,3 olarak belirlenmistir (Cruz, Chiba, Moritz, & Bordin, 2012). Iran’da
yapilan bir ¢alismada zay1f D tip 15 %43, zayif D tip 1 %13, DLO %12 ve zay1if D tip
5 %9 olarak saptanmistir (Oodi, Daneshvar, Goudarzi, & Amirizadeh, 2020).
Belcika’nin Flanders bolgesinde yapilan bir ¢alismada zayif D tip 1 %53,5, tip 2
%29,5, tip 3 %2,6 olarak bulunurken DVI %5,6 olarak saptanmistir (Van Sandt ve
ark., 2015). Brezilya’da yapilan bir ¢alismada zayif D Tip 1 %31,4, tip 2 %19,7, tip 3
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%11,7, tip 4.0 ise %11,2 olarak saptanmistir (Campos ve ark., 2016). Japonya’da RhD
varyasyonlarinin arastirildigi bir calismada en sik zayif D tip 15 goriiliirken (%27)
zay1f D tip 1, tip 2 ve tip 3 hig¢ saptanmamistir (Ogasawara ve ark., 2016). Portekiz’de
yapilan bir ¢alisgmada zayif D tip 2 %63,6, tip 1 %16,2 ve tip 3 ise %14,1 olarak
bulunmustur (Aratjo ve ark., 2006).

Farkli tlkelerde, farkli cografyalarda gergeklestirilen c¢alismalar, farkli
topluluklarda RhD varyasyonlarmin dagilimimin ¢ok farkli sikliklarda saptandigini
gostermektedir. Ayni lilkenin farkli bolgelerinde dahi farkli sonuglarla karsilagsmak
miimkiin goriinmektedir. Bizim, Bursa bdlgesinde yaptigimiz ¢alismada, tanimlanan
olgular icerisinde en sik saptadigimiz varyasyonlar zayif D tip 1 (%46,3), zayif D tip
15 (%24,4) ve zayif D tip 11 (%9,7) olarak bulunmustur (Tablo-4.4). Ancak, Bursa
her ne kadar iilkenin farkli bolgelerinden go¢ alan biiyiik bir sanayi sehri olsa da elde
ettigimiz verilerin Tirkiye genelini yansitmasi beklenemez. Bir toplumdaki RhD
varyasyonlarinin belirlenmesi rutin kan gruplamada D antijeninin saptanmasinda
kullanilacak uygun monoklonal antikorlarin tercih edilmesi agisindan da 6nemlidir
(Person ve ark., 2020). Bu amagla daha ¢ok sayida olguyla farkli bolgeleri iceren ¢ok

merkezli calismalarin yapilmasi yararl olacaktir.

Simdiye dek ¢ok sayida farkli RhD varyasyonu tanimlanmistir. Cevabi aranan
soru ise bunlari serolojik olarak tiplendirmek miimkiin miidiir? Beyaz irkta amino asit
diziliminde farkliliklara yol agan RHD gen varyasyonlart %1-2 siklikta goriilmektedir.
Bu varyasyonlar farkli “konformasyonel epitoplara” neden olabildiginden RhD
tiplendirmede kullanilan farkli test yontemleri (tiip, mikroplak, mikrokolon
agliitinasyon) ve farklt monoklonal anti-D antikorlarla celigkili sonuglar
gbozlemlenmesi miimkiin olmaktadir. Yukarida da belirtildigi gibi, transfiizyonda
uygun kan bileseni se¢imi ve gebelikte anti-D alloimmiinizasyonunu dogru yonetmek
acisindan ozellikle Zayif D Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’iin diger RhD varyasyonlarindan ayirt
edilmesi onem tasimaktadir. Farkl {ilkelerde, farkli cografi bolgelerde ve farkli etnik
topluluklarda yapilan ¢alismalar RhD varyasyonlarinin dagiliminin ¢ok farkli
oldugunu gostermistir. Bu dogrultuda serolojik tiplendirmenin uygun bir yontem
olmadigi 6ne siiriilmektedir (Sandler ve ark., 2015; Westhoff, 2007). Hindistan’da
yapilan bir ¢alismada serolojik tiplendirmenin dogru sonug vermedigi, hatta molekiiler

tiplendirmede yaygin olarak kullanilan ticari kitlerin de bdolgeye 0zgii bazi
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varyasyonlarin (zayif D tip 150) tanimlanmasinda yetersiz kaldigi bildirilmistir
(Mishra ve ark., 2020). Misir’da yapilan bir ¢alismada serolojik ve molekiiler
tiplendirme sonuglar1 arasinda bir korelasyon saptanmamis ve RhD varyasyonlarinin
belirlenmesinde gilivenli yontem olarak genotiplendirme Onerilmistir (Abdelrazik,
Elshafie, Ezzat Ahmed, & Abdelaziz, 2013). Fas’ta yapilan bir ¢aligmada serolojik
testlerle saptanan bir uyumsuzluk durumunda genotiplendirme yapilmasi gerektigi
vurgulanmaktadir (EI Housse ve ark., 2019). Danimarka’da gergeklestirilen bir
calismada, serolojik testlerin kullaniminin rutin kan gruplamada uygun olmakla
birlikte RhD varyasyonlarinin belirlenmesinde yetersiz oldugu ve gergek
kategorizasyon igin genotiplendirmenin dogru yontem oldugu belirtilmektedir
(Christiansen ve ark., 2008).

Calismamizda, poliklonal anti-D (human) kullanilarak basit serolojik yontemle
“zayif D” - “parsiyel D” ayriminin yapilip yapilamayacagi arastirilmistir. Molekiiler
yontemle tanimlama referans olarak alindiginda, her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmasa da, celiskili/uyumsuz sonuglarin varligi serolojik
yontemle “zayif D” - “parsiyel D” ayriminin yapilmasmin ve bu dogrultuda

transfiizyon/tedavi kararinin alinmasinin giivenilir olmadigin1 géstermistir.

Calismamizda cevap aradigimiz bir diger soru da RhD varyasyonlarinin
serolojik olarak tiplendirilip tiplendirilemeyecegidir. Bu amagla 12 farkli monoklonal
anti-D igeren bir ticari kit kullanilmis (ileri serolojik yontem) ve molekiiler yontemle
karsilastirildiginda, DVI ve DVII olarak tiplendirilen iki olgu disinda sonuglarin
tamamen uyumsuz oldugu gézlemlenmistir (Tablo-4.4) (Sekil-4.2).

Sonu¢ olarak; arastirmamiz, iilkemizde RhD varyasyonlarinin molekiiler
tiplendirmesinin yapildig: ilk ¢alismadir ve bu konuda 6nemli veriler elde edilmistir.
Calismamizda degerlendirilen varyant D 6rneklerde “zayif D” %48,8, parsiyel D ise
%51,2 siklikta bulunmustur. En sik goriilen varyasyonlar “zayif D tip 17 ve “zayif D
tip 15” olarak belirlenmistir. Gerek “zayif D” — “parsiyel D” ayrimi, gerekse RhD
varyasyonlarinin tiplendirilmesi amaciyla serolojik yontemle elde edilen sonuglar,
RHD genotiplendirme sonuglar1 ile karsilagtirildiginda etkin ve giivenilir

bulunmamastir.
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HTR

IAT
ICAM4
ISBT
SSP-PCR
RHAG
Rhlg
YDHH

7. SIMGELER ve KISALMALAR

Hemolitik transfiizyon reaksiyonu

Indirekt antiglobulin test

Hiicreleraras1 adezyon molekiilii 4

Uluslararasi Transflizyon Dernegi

Sekans Spesifik Primer-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Rh iliskili glikoprotein

Anti-D immiinglobulin

Yenidoganin hemolitik hastaligi
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8. EKLER

EK1
Sekil 8.1 Etik kurul karar formu (Sayfa 1)

T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI ARASTIRMA ETIK KURULU
Gériikle Yorlegkesi, 16059 Niliiferl BURSA
ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI!
Tiurk  Toplumundaki RhD  Varyantlarinin

ABNOTIRNANIN ADE Genotiplendirilerek  Serolojik  Tam  fle
Korelasyonunun Arastiriimas:
BASVURU | ARASTIRMA SORUMLULARI Prof Dr.Goher Goral
BILGILERI YARDIMC! ARASTIRICILAR OrlLevent Tufan Kumag, Dr.Salh Haidun Bal, Prof Dr.Barbaros

Oral, Dog Dr.Yasemin Heper, Dog. Dr.Ferah Budak
“ARASTIRMANIN TAHMINI SUREST |
KATILACAK GONULLU SAYISI 100

DESTEKLEYICI KURULUS UU.BAP_TUBITAK
Insanlardan elde ecien materyallenn (kan,icrar,doku vb) veya rutin
ARASTIRMANIN TORO / NITELIG! | 13+ srernierinin kullaniidiy aragtirma / Uzmanik tez calkgmast
| BOETRRE L b A A T Peh s P ey Y TRl ey S e DIl
DEGERLENDIRILEN TIRMA FORMU 03.052011 Tarkge
ILGiul B OLUR FORMU )3.05.2011 Torkge
BELGELER ARASTIRICILAR TAAHHUTNAME FORMU 04.2011 Torkge

| Karar No ; 2011-10/27 - '+ Tarh: 10 Mayis 2011,
| FakOltemiz Tibbi Mkmboydqi Anabilim Dah Ogretim Uyesi Prof.Dr.Giher Goral'in
sorumluludunda yarGtiimesi planlanan ve yukanda bagvuru bilgileri verilen aragtirma

bagvuru dosyas: ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri
KARAR dikkate alinarak incelenmesi sonucunda;

BILGILERI 1- Aragtirmanin yapiimasinin uygun olduguna.
2- Etk Kurul kagesi bulunan “Onam” formunun kullaniimasi ve bu formun gonGliGye cahgma
hakkinda s6zi0 bilgi veriimesi sonrasinda eksiksiz bir sekiide dolduruimasi.
3- Aragtirmanin baglama larihinin bidiriimesi ve aragtirma tamamlandijinda Ozet bir sonug
raporunun hazirlanarak kurulumuza lletimesi.
QMmMMWWMMWMMWWE&Kmm
.inmm sorumiu lara iletimesine
T TR 47" 'KURUL B ',w St N TR I s
CALISMA ESASI UYGU!MI.ARK!!.AVUZU
_UYELER
Unvani / Adi / Soyad Uzmanik by Katibm
EX Oyeldi Dake Kurumy Cinsiyet Iy I Imza
Prof. Dr. Mine Sibel GORON UOTF. 0E
F armaii mE
Bagkan Fom— Mfwmwn “|au| on 9
Prot.Dr.Betdl Berrin SEVINIR Gocuk Saghds UOTF. « | O€ | O€
Baghan Yardmas: ve Hastalddan Cocuk Saghl ve - -
Hastalddan AD.
UOTF OE | gg
g&wmu Biyokimya Tibbi Biyokimya AD. 3 ni o
Dog.Dr.Necdot KARLI Nocolop UOTF. E % o
Néeoloft AD, - -
Dog.Dr.Elif BASAGAN MOGOL UUTF. 0E | g¢
Oye skl | pesnmanonrs. | X | mu| aw
UUTF, OE
Dog.Or.Murat CIVANER Deontolos Tip Tari ve Etk = mE
_— AD uH OH
W VOTF ¢ mE
Tt Bagn AD mn| o
*  Aragtrma de ligd
** Toplantida Bulunma
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EK2
Sekil 8.2 Etik kurul karar formu (Sayfa 2)

T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
TiP FAKULTESI ARASTIRMA ETIK KURULU
Goriikle Yerlegkesi, 16059 Nilafer/ BURSA

ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI

:deI.I\[‘l)og.Drgaduman BALABAN Petolof UUTF ¢ OE mE
Uye Tibbi Patoloji AD. mH OH
U.UTF. OE
Yrd.Dog.Dr.Pinar VURAL T Cocuk ve Ergen Ruh WmE
s Psikiyatri - K
Uye Saghgi ve H OH
Hastaliklan AD.
- - D E
Yrd.Dog.Dr.Tuna GULTEN Tibbi Genetik UOTF. K mE
Uye Tibbi Genetik AD. mH OH
N OE mE
Aras.Gor.Dr.Gigdem Mine YILMAZ Hukuk U.U.Hukuk Fakiltesi K
Uye N H OH
N OE mE
Ecz.Zeynep Gézde TUNCER Eczaci UU.SUAM K
Uye | H OH
= Saglik meslegi OE
ﬁh:a GOREN mensubu Serbet Meslek E mE |
¥ olmayan tye W H OH |
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