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II

ÖZET

       Kell kan grubu sistemi, bir k sm  oldukça güçlü immünojeniteye sahip 28 farkl

antijenden olu ur.  Kell kan grubu sisteminden “K” (KEL1), tüm eritrosit yüzey antijenleri

içerisinde RhD’den sonra immünojenitesi en güçlü olan antijendir.  Kell kan grubu sistem

antijenlerine kar  antikorlar, uygun olmayan transfüzyonlar ve gebelikler nedeniyle

olu ur.  En s k kar la lan Kell antikoru olan anti-K’n n Kan Bankac  ve Transfüzyon

bb  aç ndan önemi, hemolitik transfüzyon reaksiyonlar na ve yenido an n hemolitik

hastal na yol açabilmesidir.  Rh-negatif gebelere, standart bir uygulama olarak anti-D

immünglobulin uygulanmaya ba land ndan beri, do urganl k ça ndaki kad nlarda Rh

alloimmünizasyon s kl  azal rken di er eritrosit antijenlerine (özellikle K) kar

alloimmünizasyon daha s k görülmeye ba lam r.

       S k ve sürekli eritrosit transfüzyonu yap lmak zorunda olan hematoloji-onkoloji

hastalar n ve gebelerin K alloimmünizasyonu yönünden kar  kar ya kald klar  riski

belirlemek amac yla, Hastanemiz Kan Merkezine kan ba  için ba vuruda bulunan

gönüllü kan ba lar nda K (KEL1) antijen s kl  ara lm r.  Test edilen toplam 922

kan örne inden 56’s nda K (KEL1) pozitif (+) saptanm r.  Ara lan popülasyonda K

(KEL1) pozitiflik oran  %6.07 olarak saptanm r.

       Ara rmam z sonucunda elde etti imiz %6.07’lik K (KEL1) antijen s kl , daha önce

farkl  toplumlarda beyaz rkta saptanan %8-9’luk orana göre biraz daha dü ük olmakla

birlikte, ülkemizdeki do urganl k oran n ve hemoglobinopatili hasta say n yüksekli i

dü ünüldü ünde, alloimmünizasyon riski de yüksek olacakt r. Bu nedenle, gerekli

durumlarda k z çocuklar na, do urganl k ça ndaki kad nlara ve s k transfüzyon

gereksinimi olan hematoloji-onkoloji hastalar na K (KEL1) negatif eritrosit süspansiyonu

transfüzyonlar  yararl  olabilir.

       Anahtar kelimeler:  Kell, Alloimmünizasyon
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SUMMARY

Detection of Kell blood group system antigen “K” (KEL1) frequency in Turkey

       Kell, one of the major blood group systems, includes 28 antigens and some of these

Kell antigens are highly immunogenic. K (KEL1) is second to RhD in its immunizing

potential.  Most antibodies against the Kell blood group system antigens arise as an

immune response to mismatched transfusion, or during pregnancy.  Anti-K, the most

common Kell antibody encountered, is important in Blood Banking and Transfusion

Medicine because it can cause haemolytic reactions in mismatched blood transfusions and

can be involved in haemolytic disease of the newborn.  Since prophylaxis by the

administration of anti-D immunglobulin to Rh-negative pregnant women became as

standart practice, the incidence of Rh alloimmunization among women of childbearing age

has fallen, while alloimmunization against other erythrocyte antigens, especially K

(KEL1), is becoming more common.

       In this study, we investigated K (KEL1) antigen frequency in our Blood Bank donor

population, to determine the risk of K (KEL1) alloimmunization in frequently transfused

haematology-oncology patients and pregnant women.  We detected 56 of 922 blood

samples as K (KEL1) positive (+).  K (KEL1) frequency was detected as %6.07 in the

studied population.

       Eventhough the K (KEL1) frequency of %6.07 detected in our study is seemed to be

low when compared with %8-9 K (KEL1) frequency among whites, the alloimmunization

risk may be higher in our country because of the high number of patients with

hemoglobinopathies  and  high  fertility  rate.  For  this  reason,  transfusion  of  K  (KEL1)

negative erythrocyte suspensions to frequently transfused haematology-oncology patients

and women of childbearing age may be useful.

       Keyword  :  Kell, Alloimmunization
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       1901 y nda Karl Landsteiner’in AB0 kan grup antijenlerini tan mlamas  güvenli

transfüzyon konusunda at lan en önemli ad mlardan birisidir.  Daha sonra yap lan

çal malar eritrositlerde membranla ili kili pek çok yap n antikor yan  olu turabilecek

antijenler oldu unu göstermi tir.  Her antijen de ik say da epitop veya spesifik antijenik

determinantlardan olu an kompleks bir yap r.  Günümüzde serolojik olarak tan mlanm

pek çok kan grup antijeni vard r.  Bu antijenlerin büyük bir bölümü birbirleriyle ili kilidir

ve kan grup sistemlerini olu tururlar (Tablo 1).  ISBT’nin (International Society of Blood

Transfusion) 2004 ve 2007’de yay nlad  “Kan Gruplar  Terminolojisi” raporlar nda

300’den fazla eritrosit yüzey antijeni tan mlanm r (1, 2).

       Yabanc  bir yap  üzerinde yer alan antijenik bölge say  ve biyokimyasal yap  uygun

konakta olu an immünolojik yan n iddeti ve sonuçlar  yönünden önemlidir.  Günümüzde

29 kan grubu sisteminin biyokimyasal yap  belirlenmi , gen sekanslar  ve fonksiyonel

özellikleri tan mlanm r (Tablo 1).

       ABH, Lewis, P ve I gibi kan grubu antijenleri karbonhidrat yap ndad r ve bu

sistemlerde  antijen  olu umunun  biyosentezi  büyük  benzerlikler  gösterir.   Bu  gruplara  ait

oligosakkarit antijenler, lipit moleküllerine ba lanarak glikosfingolipitler veya

polipeptitlere ba lanarak glikoproteinler eklinde membranlarda veya çözünmü  olarak

vücut s lar nda bulunabilirler.  Karbonhidratlara kar  geli en immün yan t timus

ba ms zd r ve do ada da yayg n olarak bulunan bu antijenlere kar  IgM tipi antikorlar

olu turulur.  Do umdan yakla k 6 ay sonra ABO sistem antikorlar  geli ir.  nsanda, kendi

eritrositlerinde bulunmayan A ve B antijenlerine kar  olu an bu antikorlara

izohemaglütininler denir.  Dola mda haz r bulunan izohemaglütininler ABO uygunsuz

transfüzyonlarda ölümcül hemolitik reaksiyonlara yol açabilirler.

       Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS ve Lutheran gibi protein yap daki antijenlere kar  ise T

lenfositler arac  ile IgG yap nda antikorlar olu turulur (alloimmünizasyon).  Protein

yap daki antijenlere kar  antikor yan n olu mas  için kona n mutlaka kendisine

yabanc  antijenlerle kar la mas  gerekir.  Kan transfüzyonlar  veya gebelikler sonras nda

olu an bu alloantikorlar bir sonraki transfüzyonda ciddi hemolitik reaksiyonlara yol

açabilirler ve protein antijenlere kar  olu an bu antikorlar IgG yap nda olduklar ndan

plasentadan geçerek yenido an hemolitik hastal na (YHH) neden olabilirler.  Kan

transfüzyonu yap lan hastalarda alloimmünizasyon s k görülmektedir.  Transfüzyon

say yla orant  olarak alloimmünizasyon riski artar.  S k transfüzyon yap lan hastalar n
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yakla k %30’unda eritrosit antijenlerine kar  antikor geli ti i ve bu hastalarda

alloantikorlar n erken evrelerde olu tu u gösterilmi tir (3).

Tablo 1: Kan Grup Antijen Sistemleri.
ISBT

No
Sistem Ad

Sistem

Sembolü
Gen Ad

Kromozomal

Lokasyon
CD No

001 ABO ABO ABO 9q34.2

002 MNS MNS GYPA, GYPB, GYPE 4q31.21 CD235

003 P P1 22q11.2-qter

004 Rh Rh RHD, RHCE 1p36.11 CD240

005 Lutheran LU LU 19q13.32 CD239

006 Kell KEL KEL 7q34 CD238

007 Lewis LE FUT3 19p13.3

008 Duffy FY DARC 1q23.2 CD234

009 Kidd JK SLC14A1 18q12.3

010 Diego DI SLC4A1 17q21.31 CD233

011 Yt YT ACHE 7q22.1

012 Xg XG XG, MIC2 Xp22.33, Yp11.3 CD99

013 Scianna SC ERMAP 1p34.2

014 Dombrock DO ART4 12p12.3 CD297

015 Colton CO AQP1 7p14.3

016 Landsteiner-Wiener LW ICAM4 19p13.2 CD242

017 Chido/Rogers CH/RG C4A, C4B 6p21.3

018 H H FUT1 19q13.33 CD173

019 Kx XK XK Xp21.1

020 Gerbich GE GYPC 2q14.3 CD236

021 Cromer CROM DAF 1q32.2 CD55

022 Knops KN CR1 1q32.2 CD35

023 Indian IN CD44 11p13 CD44

024 Ok OK BSG 19p13.3 CD147

025 Raph RAPH CD151 11p15.5 CD151

026 John Milton Hagen JMH SEMA7A 15q24.1 CD108

027 I I GCNT2 6p24.2

028 Globoside GLOB B3GALT3 3q26.1

029 Gill GIL AQP3 9q13.3

(Kaynak 1’den al nm r)

       Protein yap daki eritrosit antijenlerinin immünojenik yan t olu turma potansiyelleri de

birbirlerinden farkl r.  Toplumdaki antijen s kl  alloimmünizasyon oran  belirleyen

önemli bir faktör olmakla birlikte HLA-DR polimorfizminin de alloimmünizasyonda

önemli bir rol oynad  gösterilmi tir.  ki  eritrosit antijeninin (güçlü immünojenik K ve
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zay f immünojenik Fya) model olarak al nd , anti-K ve anti-Fya alloimmünize bireylerde

(beyaz rk) HLA-DRB1 moleküllerinin da n ara ld  bir çal mada, anti-Fya

alloimmünize bireylerin tamam nda HLA-DRB1*04 fenotip saptan rken anti-K

alloimmünize bireylerde polimorfik s rl k saptanmam r (4).  Güney Avrupal

popülasyonda yap lan bir ba ka çal mada ise, sa kl  kontrollerle kar la ld nda,

anti-K alloimmünize bireylerde HLA-DRB1*11 ve HLA-DRB1*13 allel s kl  anlaml

derecede yüksek bulunmu tur (5).  Protein yap daki eritrosit antijenlerinden, en güçlü

immünojenik yan t olu turan Rh sisteminden D antijenidir.  Eritrositlerinde D antijeni

bulunduran bireyler Rh (+), bulundurmayanlar ise Rh (-) olarak tan mlan r.  Rh (-)

bireylere Rh (+) eritrosit transfüzyonu yap ld nda al larda %85 anti-D olu tu u

bildirilmi tir (6).  Dolay yla, Rh uygunsuzlu una ba  transfüzyon reaksiyonu riskini

önlemek için rutin olarak ABO kan gruplamas yla birlikte Rh D antijen tan mlamas  da

yap lmaktad r.  Ayr ca Rh uyumsuzlu u olan gebeliklerde anti-D profilaksisi ile Rh

immünizasyonu önlenmekte ve sonraki gebeliklerde geli ebilecek YHH riski

azalt lmaktad r.  Bunun sonucunda, di er baz  eritrosit antijenleri de YHH geli iminde

RhD kadar önemli bir rol oynamaya ba lam lard r.

       Kell kan grubu sistem antijenlerinin Kan Bankac  ve Transfüzyon T bb  aç ndan

önemi ise, alloimmünize olmu  bireylerde hemolitik transfüzyon reaksiyonlar na ve

YHH’na yol açabilmeleridir (7).  Kell kan grubu sisteminden “K” (KEL1), tüm eritrosit

yüzey antijenleri içerisinde RhD’den sonra en güçlü immünojenik antijendir (8-10).  K (-)

bireylere K (+) eritrosit transfüzyonu yap ld nda al larda %9.5 anti-K olu tu u

bildirilmi tir (11).  YHH’nda, %10 oran nda anti-K alloantikorlar n sorumlu oldu u (12)

ve bu tabloyla do an bebeklerin en az %50’sinin fototerapi ve total kan de imi gibi ciddi

müdahalelere gereksinim duyduklar  gösterilmi tir (13, 14).  Hematopoetik seride, Kell

proteini Rh proteininden çok daha erken eksprese edilmektedir.  Bu nedenle hematopoetik

prekürsörlerin bask lanmas n tablonun a r olmas ndaki rolü büyüktür (15).  Daha yak n

zamanda yap lan bir ba ka çal mada ise do urganl k ça ndaki alloimmünize kad nlarda

%27,1 ile anti-K  antikorlar ilk s rada bulunurken anti-D antikorlar n %23,8 ile ikinci

rada oldu u gösterilmi tir (16).  Rh(-) gebelere rutin olarak profilaktik anti-D

uygulanmas n, Rh D uygunsuzlu u nedeniyle geli en YHH riskini azaltarak bu tabloyu

olu turdu u dü ünülmektedir (17).  Dünyada, farkl  toplumlarda yap lan çal malarda K

antijen s kl nda farkl  oranlar saptan rken, bu çal maya ba lad zda ülkemizde bu

konuya ili kin herhangi bir veri bulunmamaktayd  (18).  Bu çal mada amaç, s k ve sürekli

eritrosit transfüzyonu al lar n ve gebe kad nlar n K alloimmünizasyonu yönünden kar
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kar ya kald klar  riski belirlemek için toplumumuzdaki K (KEL1) antijen s kl

saptamakt r.  Bu çal ma, ayr ca önemli bir eksikli i gidererek ülke verilerimizin

olu turulmas na katk da bulunacak ve Kan Bankac  ve Transfüzyon T bb  alan nda

yap lacak daha ileri çal malara bir zemin olu turacakt r.
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GENEL B LG LER

1. KELL KAN GRUBU S STEM

       Kell proteini, eritrosit membran nda, bir sülfidril ba la ba  oldu u XK proteini ile bir

heterodimerik makromolekül olu turur.  Bu nedenle yap sal ve fonksiyonel özelliklerinin

anla labilmesi için Kell ve XK proteinlerinin birlikte anlat lmas  yararl  olacakt r ( ekil

1).

ekil 1: Bir disülfid ba la birbirine ba  olan Kell ve XK proteinleri (19).



6

       Kell ve XK proteinlerini kodlayan genlerin moleküler klonlama çal malar n

tamamlanmas , Kell kan grubu sisteminin karma kl n anla lmas nda büyük

ilerlemeler sa lam r.  1991’de Kell’in 732 aminoasitten olu an bir tip-II glikoprotein

oldu u (20) ve 1994’te XK proteininin membran  10 kez geçen ve 444 aminoasitten olu an

bir protein oldu u gösterilmi tir (21).  Sonraki çal malar, bu iki proteinin biyokimyasal

ili kisini ve Kell antijenlerinin ço unun moleküler yap  ortaya koymu tur (22-24).

Daha sonra Kell proteininin enzimatik fonksiyonu oldu u gösterilmi tir (23-25).

KEL geni kromozom 7q34’te yer al r ve toplam yakala k 21,5 kb olmak üzere 19

exon içerir (26, 27).  Kell, yaln zca eritroid dokularda de il ayn  zamanda testisler, lenfoid

organlar, beyinin farkl  bölgeleri, kalp ve iskelet kas nda da eksprese edilir.  3 exondan

olu an XK geni kromozom Xp21’de yer al r (28).

1.1.Kell ve XK Proteinlerinin Yap  ve li kileri

       Kell, tek membran geçi li, 93 Kd’luk bir glikoproteindir (20).  K sa sitoplazmik N-

terminali, membran n intrasellüler yüzüne yak n k mda bir çift arginin molekülü içerir.

N-terminal bölgesinde çok say daki glutamik asit varl , bu moleküllerin Kell proteini ile

sitoplazmik enzim gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz ba lant nda rol oynad klar

dü ündürmektedir (24).  Kell proteininin 665 amino asitten olu an, büyük ekstrasellüler

parças  5 noktada N-glikolize olmu tur ve 15 sistein molekülü içerir.  Toplam 16 sistein

molekülünün 15’i ekstrasellüler (5’i membrana yak n yerle imli), 1’i transmembran

yerle imlidir (20).  Ekstrasellüler sistein molekülleri, kendi aralar nda disülfid ba lar

olu turarak Kell proteininin katlanmas  ve böylece de stabilizasyonunu sa lar.  Aç kta

kalan son molekül ise XK proteinine ba lanmadan sorumludur.  Bu nedenle sülfidril

ba lar  y kan bile ikler, Kell antijenini, serolojik olarak kolayca inaktive ederler.

       XK, 50.9 Kd’luk moleküler a rl a sahiptir.  Hem N- hem de C- terminali

sitoplazmada yer al r ve membran  10 kez geçer.  3 amino asitlik küçük bir sitoplazmik N-

terminal parçaya, 5 ekstrasellüler halkaya ve büyük (71 amino asit) bir intrasellüler C-

terminale  sahiptir.   Her  ne  kadar  amino  asit  sekans  homolojisi  göstermese  de,  10

transmembran geçi li XK’n n moleküler yap  (büyük ekstrasellüler 2. halka) glutamat

ta  proteinlere benzer (21).

       Kell proteininde bulunan Kell antijenleriyle XK’da bulunan Kx antijeni aras ndaki

ili ki ilk kez, iki nadir Kell fenotipin serolojik olarak ara lmas yla gösterilmi tir.

McLeod eritrositlerinde Kx antijeni bulunmaz ve ayn  zamanda Kell antijenleri belirgin

derecede azalm r.  Aksine, hiçbir Kell antijeninin eksprese edilmedi i K0(null)
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eritrositlerde Kx ekspresyonunda art  görülür (29).  Western blot yöntemiyle XK

proteinini saptayabilen antikorlar n kullan lmas  K0(null) eritrositlerde, Kx

ekspresyonundaki art la birlikte XK protein miktar nda azalma oldu unu göstermi tir

(23).  Bu durum çeli kili gibi görülmekle birlikte, Kell proteinin bulunmamas  nedeniyle

toplam XK protein miktar ndaki azalmaya ra men, Kell proteininin fiziksel

tlay n üstlerinden kalkmas , Kx antijenlerinin daha iyi eksprese edilmesine yol

açmaktad r.

       Kell ve XK proteinlerinin aras ndaki disülfid ba n biyokimyasal kan  Kell ve XK

proteinlerinin immünopresipitasyonlar yla elde edilmi tir (23).  Kell ve XK

proteinlerindeki belirli sistein moleküllerinin bölge-hedefli mutagenezi ve bu proteinlerin

COS (Afrika ye il maymun böbrek fibroblast hücre kültürü) hücreleriyle ekspresyonu,

XK’n n küçük 5. ekstrasellüler halkas ndaki XK Cys347 ile transmembran bölüme yak n

Kell Cys72’nin, Kell ve XK proteinlerini birbirlerine ba lad  göstermi tir (24).  Her ne

kadar kovalen ba lanm  olsalar da, Kell ve XK’n n plazma membran na ta nabilmeleri

için birlikte eksprese edilmeleri zorunlu de ildir.  Transfekte hücrelerde Kell’in tek ba na

ekspresyonunun, Kell yüzey antijenlerinin ekspresyonu için yeterli oldu u gösterilmi tir.

Kell ve XK birlikte eksprese edildiklerinde proteinler aras  ba  endoplazmik retikulumda

olu ur.  Kell ve XK’n n birlikte eksprese edildikleri transfekte hücreler ayn  zamanda

serbest Kell ve XK proteinlerini de içerir.  Bir disülfid ba la birbirine ba  olan Kell ve

XK proteinlerini tek bir yap  olarak dü ünebiliriz ( ekil 1).

1.2.Kell: Çinko Endopeptidazlar n M13 (Neprilizin) Ailesinin Bir Üyesi

       Çinko endopeptidazlar n M13 ailesi; Kell, nötral endopeptidaz 24.11 (NEP), iki

endotelin-dönü türücü (converting) enzim (ECE-1 ve ECE-2), XCE (s kl kla merkezi sinir

sisteminde eksprese edilir) ve PEX gen ürünü bir proteinden olu ur (30, 31).  Çinko

endopeptidazlar, bakterilerden insana dek pek çok fakl  türde bulunan ve çinko ba  bir

katalitik sekansa (H.E.X.X.H.) sahip bir grup proteindir.

       M13 ailesinin ortak fonksiyonel özellikleri, peptid ba lar  hidrolize ederek, biyoaktif

peptidlerin aktivasyon veya inaktivasyonlar nda rol oynamalar r.  Genellikle, bu enzimler

biyolojik olarak inaktif bir prekürsör polipeptidi parçalayarak daha küçük bir biyolojik

aktif peptidin olu umunu sa larlar.  Buna ra men M13 ailesinde, substrat özgüllü ünde

önemli farkl klar vard r.  Örne in NEP, in vitro pek çok peptidi, hidrofobik amino

asitlerinin amino bölgelerinden parçalar.  Pek çok fizyolojik substrat  olan NEP’in

özgüllü ü hücresel da na ve substrat varl na ba r.  NEP, lenfoid progenitor
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hücrelerde (CALLA veya CD10), beyinde (enkefalinaz), testis, over, böbrek ve barsaklarda

bulunur.  Oksitosin, bradikinin, anjiyotensin ve opioid peptitler gibi pek çok biyoaktif

peptid NEP’in substratlar r.

       Aksine ECE-1 çok dar bir substrat özgüllü üne sahiptir.  ECE-1, büyük endotelin-1’i

(büyük ET-1), Trp21-Val22 ba ndan parçalayarak potent bir biyoaktif peptid olan

endotelin-1’in (ET-1) olu umunu sa lar.  Ayn  zamanda ECE-1, daha dü ük bir etkinlikle

büyük endotelin-2’yi (büyük ET-2) Trp21-Val22 ba ndan ve büyük endotelin-3’ü (büyük

ET-3) Trp21-Ile22 ba ndan parçalayabilir ( ekil 2).

ekil 2:  Endotelinlerin amino asit dizilimleri, enzimatik olarak aktivasyonlar , birbirleriyle
ve sarafotoksinle benzerlikleri (32).
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       ECE-1 ço unlukla endotel ve düz kas hücrelerinde bulunur.  Fakat ayn  zamanda

adrenal korteks, pankreas ve di er pek çok dokuya da da lm r (30).  ECE-1 gibi Kell’de

dar bir substrat özgüllü üne sahiptir.  Fakat en önemli farklar , ECE-1 ET-1’i aktive

ederken Kell’in ET-3’ü tercih etmesidir.  Kell ve ECE-1 ET-2’yi dü ük bir afiniteyle

aktive ederler.

       M13 ailesinin di er bir üyesi, paratiroid hormon-türevi peptitleri parçalayan bir protein

kodlayan ve hipofosfatemik ra itizmde defektif olan PEX genidir. PEX kemik, di  böbrek

ve akci erlerde bulunur (33).  M13 ailesinin en yeni üyesi XCE ise daha çok merkezi sinir

sisteminde eksprese edilir (31).  XCE için henüz bir substrat tan mlanmam  olmakla

birlikte endotelinleri parçal yor olabilece i dü ünülmektedir.  XCE eksik transgenik

farelerin, do umdan hemen sonra solunum yetmezli i nedeniyle öldükleri gösterilmi tir

(34).  M13 ailesinin enzimleri fosforamidon taraf ndan farkl  oranlarda inhibe edilirler

(30).   Fosforamidon taraf ndan en güçlü inhibe edilen enzim NEP iken en az hassas olan

Kell’dir.

       M13 proteinleri, küçük sitoplazmik bir N-terminal segmenti ve büyük bir

ekstrasellüler C-terminal bölümü olan tip-II membran glikoproteinleridir.  Her ne kadar

M13 proteinlerinin ekstrasellüler bölümündeki sistein say  10 ile 15 aras nda de se de

tüm proteinlerdeki sistein yerle imlerinin ayn  olmas , M13 proteinlerinin sekonder

yap lar n benzer oldu unu dü ündürmektedir.  C-terminal bölgesindeki (Kell 550-732 aa)

amino asit sekans benzerli i yüksektir ve bu bölgede Kell proteini NEP, ECE-1 ve PEX ile

%33-36 benzerlik gösterir ( ekil 3).  M13 ailesinde, benzerlik gösteren bu korunmu

amino asitlerin katalitik aktivitelerinin oldu u dü ünülmektedir.  Substratlar n, M13 ailesi

taraf ndan hidrolizinin, Kell’in H581, H585 ve E634 amino asitleri ile çinkonun

olu turdu u bir kompleks taraf ndan gerçekle tirildi i dü ünülmektedir.

ekil 3: (A) Süperpoze Kell (k rm ) ve NEP (mavi) iskeletleri.  (B) Üç boyutlu Kell
protein modeli, n: amino terminal, c: karboksi terminal (35).
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       Ek  olarak  di er  amino  asitler  de  önemli  rol  oynarlar.   Örne in  E582  (glutamik  asit)

suyu polarize eder ve bir nükleofil gibi davranarak hedef peptidin hidrolizinde rol oynar.

NEP ve ECE-1’in geni  bölge-hedefli mutageneziyle, substrat n ba lanmas  ve katalizinde

pek çok amino asidin rol oynad  gösterilmi tir (30).  Substrat özgüllü ünde rol oynayan

bu amino asitlerin ço u M13 ailesinin tüm üyelerinde korunmu tur ( ekil 4).

ekil 4: Kell proteininin aktif bölgesi.  581H582EXX585H amino asitlerin çinko (pembe)
ve fosforamidon (ye il) ile üç boyutlu ili kisi (35).

1.3. Farkl  Kell Fenotiplerin Moleküler Temelleri

       Farkl  Kell fenotiplere sahip bireylerden elde edilen KEL sekans analizleri, tek-amino

asit de ikliklerine yol açan tek-baz mutasyonlar n, fenotip farkl klar na neden

oldu unu göstermi tir. KEL’in 19 ekzonunu amplifiye edebilmek için PCR primerleri

tasarlanm  ve PCR ürünleri sekanslanarak yayg n (wild-type) Kell fenotipe sahip

bireylerle kar la lm r.  Transfekte hücrelerde, uygun cDNA eksprese edilmi  ve

tan mlanm  antikorlarla antijen ekspresyonu belirlenmi tir.  Deneysel olarak, tek-baz

mutasyonunun, beklenen Kell antijeninin ekspresyonuna yol açt  gösterilmi tir (36).

Tablo 2’de baz ve amino asit de iklik bölgeleri tan mlanarak farkl  polimorfik formlar n

moleküler temelleri gösterilmekte ve RFLP (restriction fragment length polymorphism)

analizinde kullan labilecek restriksiyon enzimleri listelenmektedir.



11

Tablo 2: RFLP analizinde kullan labilecek restriksiyon enzimleri

(kaynak 19’dan al nm r)

       ekil 5’te ise 3 boyutlu Kell protein modelinde, farkl  Kell polimorfizmlerine yol açan

amino asit yerle imleri gösterilmektedir.  Tek-amino asit de iklikleriyle olu an Kell

polimorfizmleri, Kell proteinin yap , membranda yer alma eklini ve hatta

fonksiyonunu etkileyebilir.  En güçlü immünojenik Kell antijeni olan KEL1 (K), gebelikler

ve kan transfüzyonlar yla allo-immünizasyona yol açarak hemolitik transfüzyon

reaksiyonlar na ve YHH’na neden olabilir. KEL1’de, 6. ekzondaki bir mutasyona (C698T)

ba  olarak 193. pozisyonda treonin yerine metiyonin kodlan r ve bu durum, bu bölgedeki

N-glikolizasyonunu sa layan dizilimin [Asn Arg Thr193(Met)] olu mas na engel olur (37).

Wild-type Kell proteini 5 adet N-ba lant  karbonhidrat yap  içerirken, KEL1,-2 fenotip,

eksik olan 1 N-ba lant  karbonhidrat yap  nedeniyle aç a ç kt  dü ünülen, güçlü

immünojenik bir bölgeye sahiptir.  Tek baz de ikli inin bir restriksiyon enzim (BsmI)

bölgesi olu turmas , KEL1 genotipin saptanabilmesi için pek çok genotipleme yönteminin

geli tirilmesini sa lam r ve bu yöntem, KEL1/KEL2 genotiplerin prenatal tan nda

oldukça de erlidir (38-41).

       Ayn  kodon içindeki baz de ikliklerine ba  oldu undan, Kpa/Kpb/Kpc

(KEL3/KEL4/KEL21)’nin allelik ili kileri do rulanm r.  Wild-type (KEL4, Kpb)’de,

polar bazik bir amino asit olan arjinin eksprese edilirken, KEL3’te (Kpa), C961T

mutasyonu nedeniyle nonpolar aromatik bir amino asit olan triptofan eksprese

edilmektedir.  Ayn  kodondaki bir G962A de ikli i, KEL21’de (Kpc), polar yüksüz bir

amid olan glutaminin kodlanmas na yol açar (42).  KEL3 (Kpa) ve KEL21 (Kpc) dü ük

insidans antijenlerdir.  KEL3 (Kpa) beyaz rkta yakla k olarak %2 oran nda bulunurken
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KEL21 (Kpc) toplam popülasyonun %0.01’inden az nda saptanm r.  KEL3 (Kpa)

fenotipin özelli i, eritrositlerdeki di er Kell antijenlerin azalm  olmas r.  Bunun

nedeninin, Arg281Trp de ikli ine ba  olarak eritrosit membran ndaki azalm  Kell

protein miktar  oldu u gösterilmi tir (43).  Transfekte hücrelerde bu polimorfizmi

kodlayan cDNA’n n ekspresyonu, proteinin normal olarak sentezlendi ini fakat

endoplazmik retikulumda erken y lmaya ba  olarak plazma membran na geçi in

bozuldu unu göstermi tir.  Aksine, Arg281Gln de ikli ine ba  olan KEL21 (Kpc)

bireylerde eritrosit membran ndaki Kell protein ve antijenlerinin düzeyleri normaldir.

Büyük olas kla, 281. pozisyonda arjinin veya glutamin yerine triptofan n yer almas

proteinin katlanmas  bozarak hücre içi y ma yol açmaktad r.

ekil 5: Farkl  Kell polimorfizmlerine yol açan amino asit yerle imleri (44).

       Farkl  fenotiplere yol açan amino asit de ikliklerinin [KEL6 (Jsa) hariç], proteinin,

M13 çinko endopeptidaz ailesinin di er üyeleriyle en az homoloji gösteren amino-terminal

bölgesinde görülmesi ilginçtir.  KEL6 (Jsa)’ya yolaçan Leu597Pro amino asit de ikli i
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enzimatik olarak aktif olan çinko-ba  bölgeye yak nd r (HELLH, 581-585) (45).

Prolinin, protein bükülmesinde rol oynad  bilinmektedir.  Prolin-lösin de ikli inin,

birbirine yak n iki sistein molekülünün aras ndaki bölgede gerçekle mesi disülfid ba lar n

yeniden düzenlenmesine yolaçabilir.  Bu mutasyonun enzimatik aktif bölgeye yak n

gerçekle mesi enzimatik aktiviteyi etkileyebilir.  KEL6 insidans n, beyazlarda %0,01

iken Afrika kökenlilerde %20 olmas , bu dengesiz da n bir seleksiyon bask na ba

oldu unu dü ündürmektedir.

1.4.K0 (Null) ve McLeod Fenotipler

       ki nadir fenotip [K0(null) ve McLeod fenotipler], Kell ve XK proteinlerinin ili kilerini

ve XK protein eksikli inin yol açt  klinik durumlar  anlamam za yard mc  olmaktad r.

Bu nadir fenotiplere neden olan belirli bir mutasyondan söz edilemez.  Çe itli çal malar

farkl  moleküler defektlerin, K0(null) ve McLeod fenotiplere yol açt  göstermi tir.

       Baz  McLeod sendromlu bireylerde, RNA uzamas n ve protein translasyonunun

engellenmesine veya azalm  miktarlarda aberran proteinlerin üretilmesine yol açan

mutasyonlar görülürken bir di er k sm nda tüm XK geninin delesyonu görülür.  Bu

delesyonlar, sadece XK geninin bir bölümünü etkileyebilecek kadar küçük olabildi i gibi,

kronik granülomatöz hastal k, retinitis pigmentosa ve Duchenne müsküler distrofisine (28)

neden olan kom u genleri içerecek kadar büyük olabilir. XK gen delesyonlar na ek olarak,

iki vakada, prematür bir stop kodona yol açan tek-baz delesyonlar  da gösterilmi tir

(46,47).

       K0(null) fenotip farkl  moleküler mekanizmalara ba  olarak olu ur ( ekil 6).

imdiye dek, farkl  toplumlarda farkl  nokta mutasyonlar n neden oldu u 12 farkl  allel

bildirilmi tir (48).  Eritrositlerde Kell antijenlerinin tümünün eksikli i K0(null) fenotip

olarak tan mlanm r.  K0(null) fenotipe sahip bireylerde, eritrosit transfüzyonlar

sonras nda saptanan, yayg n Kell antijenlerine kar  olu an antikorlar anti-Ku olarak

adland lm r.  K0(null) fenotipte, Western blot yöntemiyle Kell proteinleri

gösterilemezken, McLeod, Kpa ve Kmod fenotiplerde, azalm  fakat saptanabilir miktarlarda

Kell proteini gösterilmi tir.  Kmod, zay f fakat saptanabilir düzeylerde eksprese edilen

yüksek insidans Kell antijenlerle karakterize, kal tsal, nadir bir fenotiptir.  Kmod

fenotiplerde, amino asit de ikliklerine yol açan farkl  nokta mutasyonlar , protein

yap lanmas  bozarak mutant Kell proteinlerin hücre yüzeyine ta nmas  engeller.  Bu

ki ilerin, yayg n Kell antijenleriyle alloimmünize olduklar  ve anti-Ku antikor

olu turduklar  gösterilmi tir (49).  K0(null) eritrositlerin, büyük ET-3’ü enzimatik olarak
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ET-3’e çevirme yetene i yoktur.  Yap lan çal malarda K0(null) fenotip s kl

Avrupal larda %0,007, Japon popülasyonda ise %0,008 bulunmu tur (50, 51).

ekil 6: Kell glikoproteini, KEL gen exonlar  ve KEL0 nokta mutasyonlar n da
(48).

1.5. McLeod Fenotiple li kili Klinik Semptomlar

       McLeod fenotipe sahip bireylerde, ya tamamen XK protein eksikli i, ya da azalm

XK protein düzeyiyle birlikte Kx antijen negatifli i görülmektedir.  Dolay yla baz  klinik

semptomlarla ili kili olan McLeod fenotipi, bu proteinin olas  fizyolojik fonksiyonlar na

k tutabilir.  McLeod fenotipinde eritrosit morfoloji bozuklu u ile birlikte nörolojik ve

müsküler bozukluklar n görülmesi, Kell/XK kompleksinin bu dokulardaki fonksiyonel

rolleriyle ilgili bilgi vermektedir.  Kx antijeni ta mayan eritrositlerin akantositik olmalar ,

XK’n n eritrosit morfolojisinin korunmas ndaki rolünü göstermektedir.  Di er yandan,

McLeod eritrositleri, hem lipid ve protein içeri i olarak hem de fizyolojik olarak

normaldirler.  McLeod hastalar nda, arefleksi, korea ve baz  vakalarda görülen kognitif

bozukluklar  içeren nörolojik problemler, XK’n n sinir dokusundaki fonksiyonel önemini

göstermektedir.  Ayr ca, görüntüleme yöntemleri ile nükleus kaudatus atrofisiyle birlikte

yayg n serebral atrofi gösterilmi tir (52, 53).  Yükselmi  serum kreatin fosfokinaz
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düzeyleri, geç ba lang çl  müsküler distrofi ve kardiyomiyopati gibi müsküler anomaliler,

XK’n n kas fonksiyonunda rol oynad  göstermektedir.  Kas biyopsileri ile baz

miyopatik bozukluklar gösterilmi tir (52).  McLeod fenotiple ili kili klinik semptomlar,

XK’n n eritroid, sinir ve kas fonksiyonlar nda rolü oldu unu göstermekle birlikte ne

XK’n n fizyolojik fonksiyonu ne de Kell proteini ile i levsel ili kisi tam olarak

ayd nlat lamam r (19).

2. ENDOTEL NLER

       Endotelin ailesi, yap sal olarak benzerlik gösteren, 21 amino asitlik, 3 farkl  peptid

izoformdan olu ur (ET-1, ET-2 ve ET-3).  Bu biyoaktif peptidler, 3 farkl  gen taraf ndan

kodlanan ve ba lang çta yakla k 200 amino asit büyüklükte olan pre-pro-polipeptidlerden

sentezlenir.  Pre-pro-endotelinler, hücre içinde, furin benzeri enzimler taraf ndan biyolojik

olarak inaktif olan, 37-41 amino asitlik ara prekürsörlere (büyük ET-1, büyük ET-2 ve

büyük ET-3) dönü türülür.  Son evrede, büyük ET-1 ve büyük ET-2 Trp21-Val22’den,

büyük ET-3 ise Trp21-Ile22’den parçalanarak biyoaktif endotelinlere dönü türülür.

Endotelin-dönü türücü enzimler (ECE) son aktivasyon basama nda yeral rlar ( ekil 4, 7).

ekil 7: Büyük endotelin-3 molekülünün amino asit dizilimi ve Kell enziminin parçalama
noktas  (W21-I22) (19).

       Büyük ET-3’ü parçalayan tek enzim Kell de ildir.  Pre-pro-endotelin-3 iriste yüksek

miktarlarda bulunur ve 140 Kd’luk bir protein s r irisinden izole edilmi tir.  Bu proteinin

doku da  çok iyi bilinmemektedir.  Her ne kadar Kell primer olarak eritroid dokularda

eksprese edilse de neredeyse benzer oranlarda testislerde ve daha dü ük miktarlarda

lenfoid doku, kalp ve beynin farkl  bölgelerinde de bulunur.  Her üç endotelin de, hemen

hemen ayn  dokularda sentezlenir, fakat ET-3 santral sinir sisteminde (SSS) daha yo un

bulunur.  Endotelinleri salg layan ve i leyen hücreler, reseptör ta yan hedef hücrelerle çok

yak n olduklar ndan, endotelinlerin lokal etkili olduklar  dü ünülmektedir.  Endotelinlerin



16

plazma düzeyleri oldukça dü üktür ve hedef hücrelerin aktivasyonu için gereken düzeyin

alt ndad r.  Endotelinler, hedef hücrelere, ETA ve ETB olarak adland lan iki farkl  tipte G-

protein e li reseptör arac yla etkirler.  Fizyolojik konsantrasyonlarda ETA, ET-1 ve ET-

2 taraf ndan aktive edilirken, ETB, ET-1, ET-2 ve ET-3 taraf ndan e it olarak aktive edilir.

ETA ve ETB’nin aktivasyonu, hedef hücreye ba  olarak farkl  yan tlara yolaçar.

Endotelinlerin pek çok farkl  fonksiyonu vard r.  Düz kas kontraksiyonu ve

proliferasyonunu etkileyerek kan bas nc  regülasyonunda rol oynarlar ve endotelin-arac

nitrik oksit sal yla vazodilatatör etki gösterirler.  Ayr ca, endotelinler, nöral krista

kaynakl  hücrelerin göç ve farkl la malar  etkileyerek embriyonik geli im süreci ve

mitogenezde rol oynarlar (54, 55).

       Her ne kadar endotelinlerin en iyi bilinen etkinlikleri vazokonstriktör aktiviteleri olsa

da, farelerde endotelin sistem bile enlerinin hedeflenmi  hasarlanmas , endotelinlerin

rolleriyle ilgili ek bilgiler elde edilmesini sa lam r.  ET-1 veya ETA ekspresyonu

bozulmu  farelerde, nöral krista kaynakl  hücrelerin anormal geli imine ba  olarak benzer

kraniyofasyal ve kardiyovasküler anomaliler görülmü tür (56-59).  ET-3 veya ETB

eksikli i olan farelerde ise epidermal melanositlerin yoklu una ba  olarak pigmentasyon

bozukluklar  ve enterik nöronlar n yoklu una ba  olarak da geni lemi  kolon

(aganglionik megakolon) gözlenmi tir (60-62).  nsanlarda, ET-3 ve ETB genlerinin

mutasyonlar , ciltte pigmentsiz alanlar ve geni lemi  kolonla karakterize olan Hirschprung

hastal yla ili kili bulunmu tur (63).  ECE-1 eksikli i olan farelerde, ET-1 veya ETA

ekspresyonu bozulmu  farelere benzer kraniyofasyal ve kardiyovasküler anomaliler

görülürken, ET-3 veya ETB eksikli i  olan  farelerdeki  nöral  krista  kaynakl  defektler  de

görülmü tür (64).

       Bu çal malar, endotelinler ve reseptörlerinin, melanositlerin ve enterik nöronlar n

geli imindeki ve vasküler tonusun regülasyonundaki önemlerine k tutmaktad r.  Fakat

bir ET-3 aktivatörü olan Kell’in bu süreçteki rolü tam olarak bilinmemektedir.  Eritrosit

membranlar nda Kell proteini bulunmayan ve dolay yla ET-3’ü aktive edemeyen K0(null)

bireyler sa kl  görünmektedir.  Kell proteini non-eritroid dokularda da bulunmaktad r,

ancak K0(null) bireylerin non-eritroid dokular nda Kell bulunup bulunmad  ve non-

eritroid Kell’in enzimatik aktivitesi bilinmemektedir (19).

       Çinko endopeptidazlar n M13 ailesinin bir üyesi olan Kell’in bilinen tek substrat

endotelinlerdir.  Kell’in büyük-ET-3’ü, Trp21-Ile22 ba ndan parçalayarak ET-3’ü

olu turdu u gösterilmi tir (25).  ntrasellüler N-terminali ve transmembran bölgesi

bulunmayan, çözünebilir bir rekombinan Kell (soluble, sKell) proteini sentezlenmi  ve
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rekombinan proteinde Cys72Ser de ikli i gerçekle tirilerek disülfid ba la XK proteinine

ba lanmas  engellenmi tir.  sKell oldukça s rl  bir substrat özgüllü üne sahiptir ve NEP

24.11’in substratlar  olan peptid ve proteinleri parçalayamaz.  Fakat endotelinlerin

olu umunda rol oynayan ECE-1’le örtü en bir özgüllü e sahiptir.  Ancak ECE-1 ve ECE-

2’nin büyük ET-1’e olan proteolitik etkinli i daha güçlü iken (büyük ET-2’ye ve büyük

ET-3’e daha az) sKell’in etkinli i daha çok büyük ET-3’edir.  sKell’in substrat  büyük ET-

3 oldu unda Km de eri 0,33 µmol/L iken, substrat büyük ET-1 oldu unda 43 µmol/L,

substrat büyük ET-2 oldu unda ise 20 µmol/L’dir (yakla k 100 kez daha fazla).  Kütle

spektrometri ve amino asit sekanslama yöntemleriyle, Kell’in, büyük ET-1’i ve büyük ET-

2’yi Trp21-Val22’den, büyük ET-3’ü ise Trp21-Ile22’den parçalad  gösterilmi tir.  Bu

yönden Kell ECE-1 ve ECE-2’ye benzemektedir (19).

       Nötral pH’ta optimal enzimatik aktiviteye sahip olan ECE-1’e k yasla Kell daha asidik

bir pH’ta optimum etkinlik gösterir.  Bu aç dan Kell, optimum pH’  5,5 olan ECE-2 ile

benzerlik gösterir.  Optimal pH’ n dü ük olmas , bu enzimin ekstrasellüler bir i levden

ziyade intrasellüler bir rolünün olabilece i dü üncesini akla getirmektedir (19).

       NEP ve ECE-1 gibi Kell’de, enzimatik aktivite için sitoplazmik N-terminal veya

transmembran bölüme ihtiyaç duymaz.  Di er çinko endopeptidazlarda oldu u gibi, çinko

ba  bölge diziliminde yer alan glutamik asit, enzimatik aktivite için gereklidir.  Kell

E582G mutasyonu enzimatik aktiviteyi ortadan kald r (19).

       Olgun eritrositlerde de, Kell’in enzimatik aktivitesinin oldu u gösterilmi tir.  Yayg n

Kell fenotipe sahip eritrositler büyük ET-3’ü ET-3’e çevirebilirken, Ko(null) eritrositlerin

enzimatik aktivite göstermemesi, Kell’in, eritrositlerdeki endotelin aktivasyonundan

sorumlu tek protein oldu unu dü ündürmektedir (19).

3. KELL PROTE N OLASI F ZYOLOJ K FONKS YONLARI

3.1.Vasküler Tonus Regülasyonu

       Yukar da anlat ld  gibi endotelinler, hem vasküler düz kas üzerindeki güçlü

kontraktil ve proliferatif etkileriyle hem de nitrik oksit sal na arac k ederek ve

vazodilatasyonu etkileyerek vasküler tonus regülasyonunda rol oynarlar.  Ek olarak

endotelinler, santral sinir, sempatik ve renin-anjiyotensin sistemleri gibi non-vasküler

dokular  etkileyerek de vasküler tonus üzerinde etkili olabilirler (65).  Ancak vasküler

tonus regülasyonunda rol oynayan çok say da farkl  sistem vard r ve ET-3 ve Kell

taraf ndan aktivasyonu bu karma k bile enlerden yaln zca birisidir.  Yine de bu

bile enlerin birisinin bozulmas  tüm süreci etkileyebilir.
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3.2.Hematopoez

       YHH en s k Rh alloimmünizasyonuna ba  olarak görülür.  Fakat 1968’den itibaren

anti-RhD immünglobülininin profilaktik bir ajan olarak kullan lmas yla birlikte Rh

alloimmünizasyonuna ba  YHH insidans nda büyük bir azalma olmu  ve di er kan grubu

antikorlar na ba  YHH belirgin hale gelmi tir.  En s k, Kell sisteminin en güçlü

immünojeni olan KEL1’e kar  antikorlar (anti-K) saptansa da di er Kell antikorlar  da

YHH’na yol açabilir.  Fetal veya neonatal anemi görülen vakalar n yakla k %10’unda

anti-KEL1 antikorlar n sorumlu oldu u gösterilmi tir.  Etkilenen bebeklerin yakla k

%50’sinde hidrops görülmü , fototerapi veya total kan de imine ihtiyaç duyulmu tur.

Maternal antikorlar uygunsuz kan transfüzyonlar na ba  olabildi i gibi geçirilmi

gebeliklere ba  da olabilmektedir (66, 67).

       Kell antikorlar n yol açt  fetal aneminin mekanizmas  anti-RhD ile olu an

YHH’dan farkl r.  Anti-RhD ile k yasland nda anti-Kell antikorlar n varl nda,

etkilenmi  çocuklarda, dola mdaki retikülosit ve normoblastlar n say  daha dü üktür.

Ayn  zamanda amniyotik s  ve fetal veya neonatal serum bilirubin düzeyleri de daha

dü üktür.  Ek olarak maternal Kell antikor titreleriyle hastal k iddeti aras nda zay f bir

korelasyon vard r (68-70).  Bu durum Kell antikorlar n, eritrositlerin hemolizinden çok

eritropoezin bask lanmas na yol açarak fetal anemiye neden oldu unu dü ündürmektedir.

Anti-Kell antikorlar n, kordon kan ndan elde edilen Kell pozitif progenitor hücrelerin

büyümesini inhibe etti i in-vitro çal malarla gösterilmi tir (68, 71).  YHH’da anti-Kell

antikorlar n, megakaryosit ve granülosit-makrofaj prekürsörleri bask layarak

trombositopeni ve lökopeniye de neden olduklar  gösterilmi tir (72-74).

       Anti-Kell antikorlar n eritropoezi hangi mekanizmayla bask lad  tam olarak

bilinmemektedir.  Progenitor hücre kültürleriyle yap lan çal malar, Kell yüzey

antijenlerinin, Rh, Landsteiner-Wiener, glycophorin A, band 3, Lutheran ve Duffy

antijenlerinden daha erken eksprese edildi ini göstermi tir (75).  Kell’in erken

ekspresyonu ve ET-3’ü aktive eden enzimatik özelli i, hematopoezde rol oynad

dü ündürmektedir.  Endotelinlerin mitojenik olmas  eritroid prekürsörlerin maturasyonunu

etkileyebilir.  Anti-Kell antikorlar enzimatik aktiviteyi bask yor olabilirler.  Ya da, ET-3

aktivasyonundan ba ms z olarak, Kell yüzey antijenleri antikorlar için basit birer hedef

olarak hücre y nda rol oynuyor olabilirler (19).
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GEREÇ VE YÖNTEM

       Tezin çal lmas nda, ubat 2007-Mart 2007 tarihleri aras nda Uluda  Üniversitesi T p

Fakültesi Dr. Ra it DURUSOY Kan Merkezi’ne kan ba  için ba vuruda bulunan gönüllü

ba lardan hemogram tayini için al nan örneklerden artan kanlar kullan lm r.

Ba lardan ek bir kan al nmam  ve ek bir müdahalede bulunulmam r.

       Eritrositlerde K antijeninin saptanmas nda DiaClon Anti-K monoklonal IgM antikorlar

(DiaMed AG, 1785 Cressier s/Morat, Switzerland), 2 cc’lik test tüpleri, Nüve NF1215

santrifüj cihaz  ve  otomatik pipetler kullan lm r.

       Çal mada kullan lan örnek kanlar tesadüfi örneklem yöntemiyle seçilmi tir.

Örneklem büyüklü ü, % 95 güvenilirlik düzeyi ve % 1,83 standart hata için 900 olarak

hesaplanm  ve toplam 922 kan örne i ile çal lm r.  Kan örnekleri bekletilmeden, tüp

hemaglütinasyon yöntemi ile çal lm r.

BULGULAR

       Toplam 922 kan örne inin 56’s nda (% 6,07) K (KEL1) pozitif  bulunurken 866’s nda

(% 93,93) K (KEL1) negatif bulunmu tur ( ekil 8).
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TARTI MA VE SONUÇ

       Rh negatif gebelere profilaktik olarak rutin anti-D immünglobulin uygulanmaya

ba land ndan beri, do urganl k ça ndaki kad nlarda Rh alloimmünizasyonu azal rken

di er eritrosit antijenlerine ba  alloimmünizasyon belirgin hale gelmi tir (16).  Yakla k

olarak her 1000 gebelikten birinde Kell antijenine ba  alloimmünizasyon geli ti i

hesaplanm r (66, 76).  Bu da do urganl k ça ndaki kad nlarda YHH’na yol açabilecek

alloimmünizasyonlar n yakla k %29’unu olu turur (16).

       Kell antijenine ba  alloimmünizasyon, daha önceki kan transfüzyonlar na ba

olabildi i gibi gebelik s ras ndaki fetal-maternal hemoraji nedeniyle de geli ebilir (14,76).

er Kell antijenine ba  alloimmünizasyon daha önceki kan transfüzyonlar  nedeniyle

geli mi se, popülasyondaki dü ük s kl  nedeniyle partnerin, ve dolay yla da fetusun K

pozitif olma olas  dü üktür (17).  Ancak dü ük olas a ra men e er fetus K pozitif ise

ciddi derecede etkilenme olas  yakla k olarak % 44 olarak bulunmu tur (77).

       Rh alloimmünizasyonunda hemoliz nedeniyle fetal anemi olu urken Kell

alloimmünizasyonunda, anti-Kell antikorlar nedeniyle eritropoezin bask lanmas  fetal

anemiye yol açar (68, 70, 71).  Bu nedenle Kell alloimmünizasyonuna ba  YHH’nda

amniyotik bilirubin yükselmez ve post-natal anemi daha uzun sürer (66, 78).  Baz  yazarlar

bu durumda rekombinan eritropoetin uygulanmas  önermektedir (79-81).  1988-1999

tarihleri aras nda Hollanda’da gerçekle tirilen bir çal mada alloimmünizasyon nedeniyle

intrauterin transfüzyonlar uygulanan 210 gebede, Rh D alloimmünize olanlarda fetal

sa kal m %89 iken Kell alloimmünize gebelerde sa kal m %58 bulunmu tur (82).  Ancak

K antijeninin immünojenitesi Rh D antijenine göre oldukça dü üktür ve uygunsuz

transfüzyona ra men %5 antikor geli ti i bildirilmi tir (16).  Ayr ca antikor titresi ile

hastal k iddeti aras nda korelasyon görülmez.

       Tüm bu nedenlerle Kell alloimmünizasyonu durumunda gebelikte klinik takip

önemlidir.  Bu amaçla ba lang ç antikor titre ölçümü, paternal fenotip saptanmas

(gerekirse fetusun), anemi belirtilerini saptamak için ultrasonla takip, anemiden

üphelenildi inde fetal kan örne i için kordosentez ve gerekli oldu unda do uma kadar

intrauterin transfüzyon yap lmal r (77).  Ancak fetal kan grubu saptanmas  gerekti inde

uygulanan invaziv giri imler ciddi komplikasyon riski içerdi inden PCR ile maternal

kandan fetal kan grubu saptanmas  önerilmektedir (83).

       Ne yaz k ki ülkemizde gebelik ve do umlara ba  alloimmünizasyon oranlar

gösteren yeterli çal ma yoktur.  Bu nedenle, bat  ülkelerinde gerçekle tirilen çal malar
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referans al nd nda gebeliklere ba  alloimmünizasyon ve YHH riskinin

de erlendirilebilmesi için ülkemizdeki ve dünyadaki do urganl k h zlar  kar la rmak

yol gösterici olabilir.  Türkiye statistik Kurumu verilerine göre ülkemizde 1970-2000

llar  aras ndaki nüfus art  h  (Tablo 3), do urganl k h  (Tablo 4) ve Birle mi

Milletlere göre Dünyada 1970-2000 y llar  aras ndaki do urganl k h  oranlar  a da

gösterilmi tir (Tablo 5).

Tablo 3: 1970-2000 y llar  aras nda Türkiye’de nüfus art  h .

l Nüfus ll k nüfus art  h  (‰)

1970 35 605

1975 40 348 25,01

1980 44 737 20,65

1985 50 664 24,88

1990 56 473 21,71

2000 67 804 18,28

Tablo 4: 1970-2000 y llar  aras nda Türkiye’de do urganl k h .
Toplam Katk Çocuk sahibi

do urganl k yenilenme olmada

ortalama ya

1970 - - -

1975 - - -

1980 3.41 1.66 28.16

1985 2.59 1.26 28.63

1990 2.65 1.29 27.71

2000 2,53 1,24 28,08

Tablo 5: 1970-2000 y llar  aras nda Dünya’da do urganl k h .

Bölgeler 1970-1975 1985-1990 1990-1995 1995-2000

Dünya 4,50 3,40 3,00 2,80

Geli mi  Bölgeler 2,10 1,80 1,70 1,60

Az Geli mi  Bölgeler 5,40 3,80 3,40 3,10

Asya 5,10 3,40 2,90 2,70

Avrupa 2,20 1,80 1,60 1,40

Kuzey Amerika 2,00 1,90 2,00 2,00

Okyanusya 3,20 2,50 2,50 2,40
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       Yukar daki tablolar incelendi inde 2000 y nda Türkiye’deki do urganl k h n

Kuzey Amerika’ya göre %20,9 ve Avrupa’ya göre %44,6 daha yüksek oldu u

görülmektedir.  Bu nedenle, gebeliklere ba  alloimmünizasyon ve YHH riskinin

ülkemizde bat  ülkelerine göre daha yüksek olmas  beklenebilir.  Ancak her toplumun

kendine özgü ko ullar n bulundu u unutulmamal r.  Ülkemizde de, gebelerde

alloimmünizasyon oranlar  gösteren ve YHH’na yol açan alloantikorlar  tan mlayan

çal malar n gerçekle tirilmesi yararl  olacakt r.  Çal mam zda elde edilen %6,07’lik K

pozitiflik oran , ülkemizde de anti-K alloantikorlar n gebelerin alloimmünizasyonunda ve

YHH geli iminde önemli rol oynayabilece ini dü ündürmektedir.  Kell

alloimmünizasyonuna ba  YHH riskini azaltmak amac yla Hollanda ve Avusturalya gibi

baz  ülkelerde, gereksinim duyuldu unda, k z çocuklar  ve do urganl k ça ndaki

kad nlara K negatif (-) eritrosit süspansiyonu transfüzyonlar  yap lmaktad r (17).  Sonuç

olarak maliyet-etkinlik analizleri yap larak, ülkemizde de, k z çocuklar nda ve do urganl k

ça ndaki kad nlarda transfüzyon gereksinimi oldu unda, K negatif (-) kan

transfüzyonunun etkinli i tart lmal r.

       Yo un kemik ili i bask lanmas  nedeniyle, uzun süreli kan transfüzyonu deste ine

ihtiyaç duyan bir ba ka hasta grubu da hematolojik ve onkolojik malignitesi olan

hastalard r.  10 y ll k bir süre içerisinde, 564 hematolojik malignitesi olan hastan n

incelendi i bir çal mada alloimmünizasyon oran  %9 olarak saptan rken alloantikorlar n

büyük bölümünü anti-c, anti-E ve anti-K olu turmu tur (84).  Çe itli nedenlerle 6’dan fazla

transfüzyon alan 186 Hollandal  hastan n ara ld  retrospektif bir çal mada

alloimmünizasyon oran  %11,8 olarak saptan rken alloantikorlar n büyük bölümünü anti-K

ve anti-E olu turmu tur (85).

       Hollanda’da gerçekle tirilen çok merkezli bir retrospektif çal mada, hematoloji ve

onkoloji d  hastal klar nedeniyle transfüzyon sonras  alloimmünize olmu  bir hasta

popülasyonu incelenmi  ve bu hastalarda takip eden transfüzyonlar sonucunda geli en ek

alloantikorlar ara lm r.  Primer alloimmünize 653 hastada anti-E %29,5, anti-K

%23,1 olarak bulunmu  ve bu hastalarda takip eden transfüzyonlar sonucunda geli en ek

alloantikorlar n %23,2’si anti-K, %20,2’si anti-E olarak saptanm r.  Ayn  çal mada, ek

alloimmünizasyon riskinin primer alloimmünizasyona göre 20 kat yüksek oldu u

saptanm  ve K antijeni en yüksek immünizasyon riskine (%9) sahip eritrosit antijeni

olarak bulunmu tur.  Yazarlar, primer alloimmünize hasta grubunu riskli grup olarak

tan mlam  ve bu hasta grubunda, transfüzyon öncesi al  ve ba da minör kan

gruplar n saptanmas n yararl  olaca  bildirmi lerdir (86).
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       Kuveyt’te, kan ba , hasta ve gebelerden olu an 179.045 ki iye ait veriler

retrospektif olarak incelendi inde alloimmünizasyon oran  %0,49 olarak saptanm  ve en

k görülen antikorlar anti-E % 18,5, anti-K %15,6 olarak bulunmu tur (87).  ABD’de,

159.262 hastaya ait verilerin retrospektif olarak incelendi i bir çal mada

alloimmünizasyon oran  %2,9 olarak saptanm  ve yine en s k görülen antikorlar anti-K

%23 ve anti-E %17,6 olarak bulunmu tur (88).  Erciyes Üniversitesi T p Fakültesi

Hastanesinde Ocak-2006, Eylül-2007 tarihleri aras nda antikor taramas  yap lan 19.142

hastan n %0,7’sinde alloimmünizasyon saptanm  ve alloantikorlar n %54,7’sinin Rh

sistemine, %33’ünün ise Kell sistem antijenlerine kar  geli ti i bildirilmi tir (89).

       Ayr ca pek çok farkl  çal mada, eritrosit antijenlerine kar  otoantikor geli me riskinin

alloimmünizasyonla birlikte artt  ve bu durumun da artan hemolizle birlikte transfüzyon

ihtiyac  art rarak bir k r döngüye yol açt  gösterilmi tir (90-94).  Kronik transfüzyon

ihtiyac  olan hematoloji hastalar nda alloimmünizasyon riskini azaltmak için, ABO ve Rh

D gruplamaya ek olarak Rh (C,E) ve Kell (K) antijenleri yönünden uygun transfüzyonlar n

yap lmas  önerilmi tir.  Bununla birlikte baz  yazarlar, eritrosit süspansiyonlar nda lökosit

azaltman n da etkin bir yol oldu unu göstermi tir (95, 96).

       Di er bir riskli grup ise sürekli transfüzyon gereksinimi olan hemoglobinopati

hastalar r.  Orak hücre hastal  Afrika’da ço unlukla zencilerde görülen kal tsal bir

hastal kt r.  Dünyan n di er bölümlerinde, özellikle Akdeniz ülkeleri (buna Türkiye de

dahil),  Arap ülkeleri ve Amerika’da da bu hastal a s kça rastlanmaktad r.  Orak hücre

anemili hastalarda eritrositlerin, ekil bozuklu u nedeniyle dalak taraf ndan tutulmalar  ve

parçalanmalar  artm , dolay yla ömürleri azalm r.  Bu nedenle bu hastalar n s k

transfüzyon gereksinimleri olmaktad r ve eritrosit süspansiyonu transfüzyonlar  nedeniyle

geli en alloimmünizasyona ba  olarak akut ve gecikmi  tipte hemolitik komplikasyonlar

görülebilmektedir (97-100).  Orak hücre hastalar nda gerçekle tirilen çe itli çal malarda

alloimmünizasyon oranlar  %8-72 olarak bulunmu tur (101).  ABD’de, orak hücre

hastal  nedeniyle çok say da ABO ve Rh D uyumlu eritrosit süspansiyonu transfüzyonlar

alan 78 pediatrik ve 62 eri kin hastan n 10 y l süreyle izlendi i bir çal mada, pediatrik

hastalar n %29’u, eri kin hastalar n da %47’sinde alloimmünizasyon görülmü tür.

Alloantikorlar n büyük k sm  Rh (C,E) ve Kell (K) sistem antijenlerine kar  olu mu  ve

pediatrik hastalar n %9’u, eri kin hastalar n da %8’inde hemolitik transfüzyon

reaksiyonlar na yol açm r (102).  Bir ba ka çal mada, farkl  popülasyonlardaki farkl

antijen s kl klar  nedeniyle, kan ba lar yla hastalar aras nda etnik farkl klar n
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bulundu u toplumlarda alloimmünizasyon oranlar n daha yüksek oldu u saptanm r

(101).

       Talasemi, s kl kla Akdeniz (Arap ülkeleri, Türkiye, Yunanistan, ran), ekvator

(Hindistan) ve Güneydo u Asya (Tayland, Kamboçya ve Güney Çin) bölgelerinde görülen,

hemoglobinin - veya -globin zincir sentezi bozuklu uyla karakterize, konjenital,

hemolitik bir hastal kt r.  -talasemi major ya am n ilk y nda a r bir anemi ile ortaya

kar ve ömür boyu eritrosit süspansiyonu transfüzyonlar  gereklidir.  Talasemi

hastalar nda, çocukluk ça nda büyüme ve geli meyi desteklemek, eri kinlikte ise ya am

kalitesini iyile tirmek için düzenli kan transfüzyonlar na ihtiyaç vard r.  Sürekli

transfüzyon yap lan hastalarda eritrosit antijenlerine kar  olu an alloimmünizasyon major

komplikasyondur ve buna ba  olarak kar la lan sorunlar uygun kan bulamama,

hemolitik transfüzyon reaksiyonlar  ve hatta hayat  tehdit eden durumlard r (103).

Yunanistan’da, 1200 talasemi hastas  kapsayan bir çal mada, ilk transfüzyonlar ndan

itibaren ABO, Rh ve Kell uyumlu kan alan hastalarda (n=162) alloimmünizasyon oran

%3,7 iken sadece ABO ve Rh D uyumlu kan alan kontrol grubunda (n=83) bu oran %15,7

bulunmu tur.  Ayn  çal mada tüm hasta popülasyonunda alloimmünizasyon oran  %23,5

olarak bulunurken en s k görülen alloantikor anti-K (%28,5) olarak saptanm r (104).

Güney ran’da yap lan bir çal mada düzenli ABO ve Rh D uyumlu eritrosit süspansiyonu

transfüze edilen 711 talasemi hastas  iki y l süreyle izlenmi  ve bunlar n 38’inde (%5,3)

alloimmünizasyon geli mi tir.  Alloimmünize olan hastalar n 19’unda (%50) anti-K

saptanm r.  Ayn  çal mada alloimmünize olan hastalar n büyük ço unlu unun 2 haftada

bir kan ald klar , non-alloimmünize hastalar n ise 3 haftada bir kan ald klar  saptanm r

(105).  Toplumun %99,67’sinin Rh D pozitif oldu u ve bu nedenle sadece ABO

gruplaman n yap ld  Tayvan’da yap lan bir çal mada ise 30 talasemi hastas n 11’inde

(%37) alloimmünizasyon saptanm  ve bu antikorlar n ço unun anti-Mia ve anti-E oldu u

gösterilmi tir.  Yazarlar yüksek alloimmünizasyon oran , Tayvan’daki etnik çe itlili e

ba lam lard r (103).  Pakistan’da (Ravalpindi), 161 talasemi hastas  kapsayan bir

çal mada ise alloimmünizasyon oran  %4,97 olarak saptan rken bu durum bölgenin

homojen yap na ba lanm  ve ABO, Rh D d nda kan gruplamas n yap lmas  maliyet-

etkin bulunmam r (106).  Yine Pakistan’da (Karaçi), 97 talasemi hastas  kapsayan bir

ba ka çal mada ise alloimmünizasyon oran  %9,2 olarak saptan rken en s k görülen

alloantikor anti-K (%22,2) olarak saptanm r (107).  ABD’de, ço unlu u Asya (Çin,

Kamboçya, Vietnam, Laos ve Tayland) kökenli 64 talasemi hastas  kapsayan bir

çal mada alloimmünizasyon oran  %22, en s k görülen alloantikor ise anti-K (% 30)
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olarak saptanm  (108) ve bu oran, kronik transfüzyon alan beyaz hastalardaki

alloimmünizasyon oran  %5 olarak saptayan önceki bir çal maya (99) göre oldukça

yüksek bulunmu tur.  Ço unlu u beyaz olan ba larda K antijen s kl  %9 iken

Asyal larda bu oran n %0,3 olmas  yüksek alloimmünizasyon oran n en önemli sebebi

olarak görülmü  ve transfüzyon öncesi ABO ve Rh D’ye ek olarak K kan grubuna

bak lmas  da önerilmi tir (108).  ngiltere’de, kronik transfüzyon gereksinimi olan

hematoloji hastalar nda rutin olarak ABO, K ve Rh sistem kan gruplar na bak lmaktad r

(109).

       Ülkemiz, talasemi ve orak hücre hastal  gibi hemoglobinopatilerin s k görüldü ü

bölgelerden birisidir.  T.C.  Sa k Bakanl  istatistiklerine göre Türkiye’de beta-talasemi

ta  s kl  %2,1’dir.  Türkiye’de yakla k 1.300.000 ta  ve 4000 civar nda hasta

vard r.  Orak hücre hastal  ta  s kl  %0,5 olmakla birlikte ülkemizin güney

bölgelerinde bu oran n %10’lara ç kt  bildirilmi tir (110, 111).  Sa k Bakanl ’n n son

be  y lda Marmara, Ege ve Akdeniz bölgesindeki 16 merkezde yapt  tarama

çal malar n sonuçlar na göre talasemi ve orak hücre hastal  ta  s kl  da

da gösterilmi tir (Tablo 6).

Tablo 6: Türkiye’de talasemi ve orak hücre hastal  ta  s kl  da .
EH R Orak Hücre Hastal  Ta  S kl Talasemi Ta  S kl

Adana %10 %3,7
Antakya %10,5 %4,6
Antalya %2,5 %13,1
Ayd n %5,1
Bursa %1,7
Denizli %2,6
Diyarbak r %0,5 %3,6
Edirne %6,4
Isparta %2,4
stanbul %4,5
zmir %4,8

K.Mara %0,7
rklareli %3,4

Mersin %13,6 %2,3
Mu la %0,5 %4,5
Urfa %6,4

(Kaynak: T.C. Sa k Bakanl )

       Antalya Hastanesi Talasemi Merkezi’nde izlenen hemoglobinopatili 388 hastaya bir

ll k süre içinde yap lan 4281 transfüzyon sonras nda alloantikor geli en hastalar n oran

%10,5 olarak bulunurken %0,2 hastada akut hemolitik transfüzyon reaksiyonu görülmü tür

(112).  Alloantikorlar n %30,7’si anti-K, % 28,7’si anti-E ve %15,2’si anti-c olarak
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saptanm r (113).  Alloimmünizasyon oran  yüksek bulunmakla birlikte, söz konusu

bildirideki eksik veriler nedeniyle yorum yapmak oldukça güçtür.

       Önceki çal malarda, toplumlar n homojen ya da heterojen yap lar n

alloimmünizasyon riski üzerine etkileri vurgulanm r (101, 103-108).  Türk toplumu,

içinde pek çok farkl  etnik unsuru bar nd r.  ç göçler nedeniyle, özellikle büyük

ehirlerin heterojen popülasyonlara sahip olduklar  söylemek yanl  olmaz.  Bu nedenle,

talasemili hastalarda alloimmünizasyon oran  nispeten yüksek bulunmu  olabilir.  Ancak

bununla beraber, hastan n immün sisteminin durumu, transfüzyona ba lama ya ,

transfüzyon say , ürünün lökosit içeri i ve en önemlisi antijenin immünojenitesi

alloimmünizasyonda rol oynayan faktörlerdir (114).  Ayr ca toplumdaki antijen s kl ,

antijen negatif bireylerin antijen pozitif kanla kar la ma olas  belirledi inden

alloimmünizasyonda önemli bir faktördür.  Ara rmac lar, antijen negatif bireylerin antijen

pozitif kanla kar la ma olas n “(antijen s kl ) x [ 1-(antijen s kl ) ]” formülüyle

orant  oldu unu göstermi lerdir (90).  Farkl  toplumlardaki K (KEL1) antijen s kl klar

Tablo 7‘de görülmektedir.

Tablo 7: Farkl  toplumlarda K (KEL1) antijen s kl klar .
Antijen Popülasyon Test Say Pozitif (%) Gen S kl
K (KEL1) ngilizler 9875 9,02 0,0462

Parisliler 81962 8,55 0,0437
Finler 5000 4,10 0,0207
Afro-Amerikal lar 4079 1,50 0,0075
Japonlar 14541 0,02 0,0001

(Kaynak 50’den al nm r)

       Kell antijen sistemindeki K antijeni, eritrosit antijenleri içerisinde Rh D’den sonra

bilinen en güçlü immünojendir.  Bu nedenle, gerek bölgemizde gerekse ülkemizde K

antijen s kl n belirlenmesi alloimmünizasyon riskini göstermesi aç ndan önem

ta maktad r.  Bursa, yakla k 1.500.000 nüfusu ile Türkiye’nin büyük ehirlerinden

birisidir.  Türkiye’nin çe itli bölgelerinden yo un olarak göç ald ndan, heterojen bir

popülasyona sahip olmakla birlikte ülkemizin genel antijenik da  da yans tt

dü ünülebilir.  Uluda  Üniversitesi T p Fakültesi Dr.  Ra it Durusoy Kan Merkezi’ne

1984-1999 y llar  aras nda ba vuran 105.559 kan ba nda ABO, Rh D kan grup

antijenlerinin da  ara lm  ve Türkiye ortalamas na çok yak n oldu u görülmü tür

ekil 9) (115, 116).  Bu nedenle çal mam zda elde etti imiz %6,07’lik “K” antijen s kl

ülke ortalamas  hakk nda fikir verebilir.
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ekil 9: Bursa ve Türkiye’de ABO Rh kan gruplar  da  (Kaynak 115,116’dan
al nm r).

       Ara rmam za ba lad z tarihten sonra gerçekle tirilen II. Ulusal Kan Merkezleri

ve Transfüzyon T bb  Kongresi’nde sunulan, henüz yay nlanmam  çe itli bildiriler de

çal mam zda elde etti imiz sonucu destekler niteliktedir.  Buna göre Gazi Üniversitesi T p

Fakültesi, Ankara Üniversitesi T p Fakültesi Serpil Akda  Kan Merkezi ve Sa k

Bakanl  E itim ve Ara rma Hastanesi’nde kan gruplamas  yap lan 11.052 ki ide K

pozitiflik oran  %5,2 (117), Bak rköy Kad n Do um ve Çocuk Hastal klar  Hastanesi’nde

4447 kan ba nda %5,41 (118), Sa k Bakanl zmir E itim ve Ara rma

Hastanesi’nde 2001-2007 y llar  aras nda kan gruplamas  yap lan 931 ki ide ise %5,58

olarak bulunmu tur (119).

       Beyaz rkta K antijen s kl n %9 oldu u dü ünülürse, yukar daki formüle göre

Avrupa ve Amerika’da K antijen negatif bir ki inin K antijen pozitif kanla kar la ma

olas  %8,19 iken Türkiye’de bu olas k %5,7 olacakt r.  Bu rakamlar Türkiye’de K

alloimmünizasyon riskinin bat ya göre %30 daha dü ük oldu unu göstermektedir.  Ancak

ülkemizdeki do urganl k oran n ve hemoglobinopatili hasta say n yüksekli i

dü ünüldü ünde, alloimmünizasyon riski de yüksek olacakt r.  Ku kusuz ki bu riski daha

net olarak tan mlayabilmek ve gerekli önlemleri alabilmek için ülkemizin farkl

bölgelerinde K antijen oranlar n belirlenmesine ve riskli hasta gruplar nda

alloimmünizasyona yol açan antikorlar  tan mlayan ayr nt  çal malara ihtiyaç vard r.

Sonuç olarak, gerekli durumlarda k z çocuklar na, do urganl k ça ndaki kad nlara ve s k
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transfüzyon gereksinimi olan hematoloji-onkoloji hastalar na ABO, Rh D’ye ek olarak “K”

uygun kan transfüzyonu yap lmas  yararl  olacakt r.  Canatan ve arkada lar n,

hemoglobinopatili hastalara, uygun fenotipte, düzenli ve gönüllü kan ba  sa lamay

amaçlayan “Kan Annesi ve Kan Babas ” projesi ülkemiz için özgün bir örnektir ve bu tür

projelerin ço alt lmas  yararl  olacakt r (120).
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