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1.0 AMAC

KTU Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Farabi Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvarinda Flow
crossmatch; DSA (donor spesifik antikorlarinin) varligi ve oranini tespit etmek amaci ile gelistirilmis floresan
bagli monoklonal antikor ile isaretleme temeline dayali yliksek sensitiviteye sahip bir testtir.

2.0 KAPSAM
DL ‘da Flow Ctometry ¢alisan tiim personeli kapsar.

3.0 KISALTMALAR
DL: Doku Tipleme Laboratuvari

4.0 TANIMLAR

Flow Crossmatch: Flow sitometri sistemi ile dogrudan verici ve hasta arasinda T ve B hiicrelerinin
uyusmazliginin tespiti i¢in yapilan testlerdir.

HLA Class I ve Class II molekiilleri polimorfik membran proteinleri olup bireylerde transplant allograftlarinin
hayatta kalimini1 tespit eden biiyiik antijenik sistemdir. HLA antikorlari, hamilelik, kan driinlerinin
transfiizyonu veya onceki transplantasyonlarin sonucu olarak alloimmunizasyonla ortaya ¢ikar.

5.0 SORUMLULAR

o Bashekimlik
e Anabilim/Bilim Dali/Boliim Baskanlar

e Hastane Basmiidiirii

e Kalite Koordinatorliigii
e Laboratuvar Sorumlusu
e Birim Kalite Temsilcileri

e Boliim /Birim Sorumlulari

e Laboratuvar Cahsanlar:

e Tiim Cahsanlar

6.0 FAALIYET AKISI

6.1 FLOW CROSSMATCH CALISMASI

6.2 SISTEMDE 3 KONTROL SISTEMi VARDIR

6.3 LENFOSIT iZOLASYONU

6.4 TEST CALISMA PROSEDURU

6.5 FLOW CYTOMETRY CIiHAZININ CALISTIRILMASI

6.6 FLOW CYTOMETRY CIHAZINDA TESTIN OKUTULMASI
6.7 SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

6.1 FLOW CROSSMATCH CALISMASI
Bu prosediir iki ana pargadan olusmaktadir, “Lenfosit Izolasyonu” ve “Test Prosediirii”. Yardimc1
olabilecek ipuglart:

e Donor ve alict lenfosit izolasyonu test prosediiriine gegmeden once yapilmalidir.

e Post-transplant izleme igin, karsilastirma amagl olarak pre-transplant hasta serum 6rnegi saklanir.

e Test prosediiriinde hem alic1 lenfositlerine hem de verici lenfositlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Donér
lenfositleri ile recipient lenfositlerinin izolasyonu ve recipient serumu elde edildikten sonra
lenfositlerinin analizi i¢in 6 adet ( pbs, negatif, pozitif, crossmatch,1/2 crossmatch, hasta crossmatch)
tiip hazirlanir. Hazirlanan lenfosit tiip serilerine serum eklenir. HLA antijenlerinin var ise serumdaki
antikorlara baglanmasi saglanir. CD3 ve CD19 inkiibasyonu ile T ve B lenfosit ayirimi gergeklestirilir.
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Serbest antikorlar1 uzaklagtirmak i¢in PBS ile yikama yapilir. Anti Human IgG-FITCH ‘nin, seconder
antikorun inkiibasyonu ile olugan antijen-antikor kompleksine baglanmasi saglanir. Yikamalarla
serbest antikorlar uzaklagtirilir. Tiipler flow cytometry cihazinda okutulur.
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6.2 SISTEMDE 3 KONTROL SISTEMIi VARDIR

[lk Sistem: Pbs tiipii cihaz1 ayarlamak igin kullamilir. Verilen diyagramda hiicre dagilimlarma bakalir.
Ikinci Kontrol Sistemi: Kan grubu ABRh- ve PRA negatif olan kisilerden daha 6nce elde ettigimiz
negatif serum ve dondr lenfositlerini igerir. Sistemde antikorlarin hiicrelere baglanma oranini gosterir
crossmatch tiipleri ile karsilastirma bu degerler ile yapilir.

Ucgiincii Kontrol Sistemi:Onceden PRA pozitifligi tespit edilmis serum ile dondr lenfositlerini igerir.
Serumdaki antikorlarin hiicrelere baglanma oranini gosterir. Pozitifligin gergekten var olup olmadigi
ve sistemin dogru calisip ¢alismadigi kontrol edilir.

Reaktifler;

Her kit i¢cin maksimum test sayisi: 50

CD3-PerCP (BeckmanCoulter-Ancell)

CD19-PE (BeckmanCoulter-Ancell)

Anti- Human IgG (H+L)-FITCH Goat F(ab”)2 Fragment (BeckmanCoulter)
PBS

Negatif kontrol serum.

Pozitif kontrol serum

Gerekli Materyaller;

Hasta serumlar1 ve kontrol serumlari i¢in test tiipleri.

e 10ul, 10-100ul ve 20-200ul ayarlanabilir mikropipetler ve atilabilir pipet ucu.
e Zaman tutucu
e Flow Cytometry cihazi.
e Deiyonize veya distile su
e Kurutma kagidi
e Santrifijj
e Folyo
e %10 luk 1gG hazirlanmasi i¢in tiip
e PBS/FCS Karisimi yapmak i¢in 50ml falcon tiip
o Vorteks
e Facs Flow Sheat
e % 70 lik alkol
Onlemler ;
e Bulanik ya da kontamine olmus reaktifleri kullanmayiniz.
e Son kullanma tarihi ge¢mis reaktifleri kullanmayiniz.
e Onerilenden daha yiiksek hizlarda santrifiij edilmesi lenfositlerin kaybolmasina, kiimelenmeye,
premature lenfosit lizisine neden olabilir.
e (D3, CD19 ve IgG-FITCH kullanilmadan 6nce 4°C'de saklanmalidir.
e Inkiibasyon siireleri ile PBS ile yikama yapilirken santrifiij devirlerine dikkat edilmelidir.
e Ortam sicakligina dikkat etmeli ortalama 20°C'de ¢aligmali.
Uyarilar;

Bu {iriin de Pozitif ve Negatif kontrol olarak kullanilan tiim insan serumlar1 HIV, HCV ve HbsAg

antikorlar1 yoniinden negatif olup olmadig: test edilmediginden dolay1 bu materyallere olas1 infeksiydz olarak
muamele edilmelidir.
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6.2.1 Numune Toplanmasi
Hiicre: Dalak alindiktan sonra 72 saat i¢inde isleme tabi tutulmalidir. Periferal kan lenfositleri sodium heparin
veya aseptik teknik kullanilan ACD tiiplerine toplanmali (5-6 cc), oda 1s1sinda saklanmali, ve toplananlar 72
saat i¢inde isleme tabi tutulmalidir.
Serum: Kan aseptik teknikle antikoagulansiz olarak toplanir (3 cc) ve uygun olmayan saklama kosullar1 ve
numunenin kontaminasyonuna bagl yanlis pozitiflik ve negatiflik olugsma sansini minimuma indirmek i¢in
heniiz taze iken test edilmelidir.
e Hemen test edilemeyecek serum 6rnekleri dondurularak veya 2-8°C'de en fazla 48 saat saklanabilir. -
20°C'de veya daha diisiik C'de dondurulmus 6rnekler 2 yil siireyle saklanabilir.
e Tekrarlanan dondurma/¢ozdiirme sikluslarinin zararli etkilerini onlemek igin, Orneklerin kiigiik
hacimlere boliiniip, dondurularak saklanmasi 6nerilir.
e Serum saklanacagi veya gonderilecegi zaman kirmizi hiicrelerden ayrilmalidir.
e Toplanmis ya da partikiillii serum Ornekleri yanlis pozitif veya negatif sonuglar olusturabilir. Testten
once partikiillii cisim iceren ornekler santrifiigasyon ile saflagtirilmalidir.
e Bu tahlil i¢in sadece tam insan serumu uygundur.
e Mikrobiyal olarak kontamine olmus, hemolizli, lipemik, ikterik, veya 1s1 ile inaktive olmus serumlar
tutarsiz sonuclar verebilir, bunlardan sakinilmalidir.

6.2.2 Calisma Prosediirii
Dilusyonlar1 yaparken reaktifleri uygun bir aletle 6l¢meye dikkat edin.
2 adet uzun cam tiip
2 adet kisa cam tiip
6 adet santrifuj tiipii
4 adet Pastor pipet
2 adet uzun cam pipet
15 ml ficol
15 ml Amonyum Ph: 7.4
500 ml izotonik ya da PBS
200ul alic1 serumu
200ul verici hiicreleri (RPMI-FCS ile hiicreler Neubauer laminda her karede 25-30 olacak sekilde
dilusyon yapilmalidir.)
e 1 mlPBS yada izotonik
e Lam ve lamel
Gerekli EK Materyaller;
e Hasta drnekleri ve diger dilusyonlar i¢in test tiipleri.
Yikamalarin yapildig: atik kabi
Zaman tutucu
Isik mikroskobu
Neubauer lam ve lamel
Deiyonize veya distile su
Kurutma kagidi
Santrifiij
37°C inkubator veya su banyosu
Hiicre kiiltiir media(RPMI+FCS)
Lenfosit density ayirma media (1.077g/ml)

6.3 LENFOSIT iZOLASYONU

6.3.1 Tam Kandan Lenfosit izolasyonu;

Heparinli enjektorle (hem KBY hastasindan hem de vericisinden) 5-6 cc kan alinir.

Her hasta i¢in 4 tiip hazirlanir:

Uzun diiz cam tiip i¢ine 5-6 ml PBS eklenir.

15 cc santrifiij tiipii icine 3 ml Fikol (lymphocyte density separation media'y1 (1.077g/ml) eklenir.
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15 cc santrifiij tlipli bos birakilir.

Kisa diiz cam tiip (Kisa Pasteur pipeti konur.)

PBS’in iizerine enjektdrdeki kan yavasca bosaltilir ve Sml’lik pipetle pipetaj yapilir.

Kan-PBS karisimindan alman 10-12 ml {iriin fikoliin lizerine dokiiliir.(Pipetle, tiipiin kenarindan
sizdirarak yavagcga aktarilir.)

1-2 dk. bekledikten sonra tiip 2600 RPM’de 20 dk. santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda lenfosit halkas1 Pasteur pipetiyle dikkatlice alinir (kirmizi hiicrelerin minimum
sayida alinmasina 6zen gosterilmelidir) ve III no’lu tiipe aktarilir.

Tiipiin tlizerine 4-5 ml PBS eklenir, pipetaj yapilir ve 1800 RPM’de 5 dk. santrifiij edilir. (Bu islem
gerekirse tekrarlanir.)

Santrifiij sonunda siipernatant atilir. Hiicrelerin tizerine 5 ml NH4Cl eklenir, 5 dk. beklenir ve 1500
RPM’de 5 dk santrifiij edilir.

Santrifiij sonunda siipernatant atilir. Hiicrelerin {izerine 5 ml PBS eklenir. 1100 RPM’de 5 dk. santrifiij
edilir.

Santrifiij sonunda stipernatant atilir. Hiicrelerin tizerine 4ml P.B.S eklenir. 1000 RPM de 4 dk. santrifiij
edilir.

Stipernatant atilir. Hiicrelerin tizerine RPMI-FCS. karisim1 (9:1) eklenir. Pipetaj yapilir ve Neubauer
laminda sayilir.

Hiicrelerin sayis1 her karede 25-30 adet olacak sekilde RPMI-F.C.S. karisimi ile ayarlanir ve plaklara
dokiilecek hale getirilir.

6.3.2 Dalaktan Lenfosit izolasyonu

Dalaktan lenfosit hazirlarken, dokuyu kiigiik pargalara ayirabilmek i¢in yumusatiniz, tam hiicre kiiltiir

vasatinda siispanse ediniz, lymphocyte density seperation media (1.077 g/ml) tizerine tabaka halinde yayiniz
ve 2600 rpm'de 15- 20 dakika santrifiij ediniz. Density separation media'nin araylizeyinden hiicre tabakasini
toplayiiz. Diger asamalari tam kan izolasyonunda oldugu gibi yliriitliniiz.

Hazirlanacak Hiicre Miktarinin Hesaplanmasi

Tam kan ya da dalaktan elde edilen hiicre pelleti tizerine 200ul RPMI-FCS eklenir. Neubauer laminda
her karede 25-30 adet olacak sekilde skorlama yapilir. Bu sayidan daha fazla hiicre sayimi1 yapildiginda
dilusyon orani arttirilir.

Hiicrelerin kiimelenmemis olmasina ve trombositlerden tam olarak temizlendigine emin olunuz.

Bu testte hiicre kalitesi testin dogru sonug verebilmesi i¢in biiyiik 6nem arzetmektedir. Mikroskopta
hiicre sayimi1 yaparken hiicre kalitesinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

6.4 TEST CALISMA PROSEDURU

O O O O O

@)

Lenfositler elde edildikten sonra Her hasta i¢in 6 adet tiip hazirlanir.

PBS X DTBL=50ul PBS +50UL verici lenfosit

Negatif Kontrol X DTBL=50ul N K serumu +50ul verici lenfosit

Pozitif Kontrol X DTBL=50ul P K serumu +50ul verici lenfosit

HS x DTBL =50ul Hasta serumu+50ul verici lenfosit

HS % x DTBL= 50ul hasta serumu facs flow karigim1 (50ul hasta serum + 100ul facs flow karistirilir)
+ 50ul verici lenfosit

HS x HTBL= 50ul hasta serumu + 50ul alic1 lenfosit

Tiiplere belirtilen miktarlarda belirtilen materyaller eklendikten sonra 6nce tiipler vortekslenir sonra
su banyosunda 30 dk 37 derecede inkiibe edilir.

Inkiibasyondan sonra tiiplere 3 ml PBS / FCS karisim1 eklenir. (Karisim igin 9 PBS 1 FCS oraninda
koyuyoruz. 100 ml bir karigim i¢in 90 ml PBS 10 ml FCS konup ¢alkalanmas1 yeterli. Karisim her
asamada soguk olmal1 +4 idealdir.) Vortekslenir ve 4000 rpm 4 dk santrifiij edilir.

1. yikama i¢in tiipler ters ¢evrilip tek hamlede sarsmadan dokiiliir tizerlerine 3 ml PBS / FCS karisimi
eklenir, vortekslenir ve 4000 rpm 4 dk santrifiij edilir.

Tiipler ters cevrilip tek hamlede sarsmadan dokiiliir tizerlerine Sul CD3 ve Sul CD19 Markerlar1 eklenir
ve son olarak tiiplere 50ul diliv edilmis IG eklenir. (IG 1/40 oraninda facs flowla diliv edilir. Bir hasta
6 tiip i¢in 7.5ul IG ile 292.5ul facs flow karistilir, bu karisimdan 50ul her tiipe dagitilir.)

Tiipler +4 derecede karanlikta 30 dk inkiibe edilir.
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e inkiibasyondan sonra iizerlerine 3 ml PBS / FCS karistmi eklenir, vortekslenir ve 4000 rpm 4 dk
santrifiij edilir.

e 2. yikama igin tiipler ters ¢evrilip tek hamlede sarsmadan dokiiliir lizerlerine 3 ml PBS / FCS karigsimi1
eklenir, vortekslenir ve 4000 rpm 4 dk santrifiij edilir.

e Tipler ters cevrilip tek hamlede sarsmadan dokiiliir tizerlerine 300ul PBS / FCS karisimi1 eklenir ve
Flow Cytometry Cihazinda okutulur.

6.5 FLOW CYTOMETRY CIiHAZININ CALISTIRILMASI

Cihaz ve monitor power diigmelerinden agilir. Software programi agilir. Cytometre linkinden startup
yapilir ve sirasiyla 6nce tank baglantilar1 yapilir sonra uygun nozzle takilir ve sistemin kendisini agma islemi
sirasiyla takip edilir. Agilan ana sayfada protokol kismindan istenilen protokol secilir. Sonra daha nceden
yaptigimiz kompenzasyon ayari segilir. Protokol hazirlamada kullanilacak kadar tiip isimleri ve igerisine
ekleyecegimiz CD markerler browser meniisii yardimiyla onceden yapilir. Ayrica worksheat meniisiinde
uygun dot-plot ve histogram grafiklerimiz c¢izilerek hazir hale getirilir. Cihaza ilk olarak distile su tiipii
okutmasi yaptirilir (Yikama islemi). Tiipler sirasi ile okutulduktan sonra cihaza tekrar distile su ile yikama
yaptirilir.

Degerlendirme islemleri yapildiktan sonra cihaz cytometre linkinden shotdown ile kapatilir. Once
nozzle ¢ikarilir sonra tank baglantilar1 kapatilir daha sonra distile su verilerek sistem yikamasi yapilarak sistem
kapatilir. Cihaz ve monitor kapatilir ve tanklarin havasi alinir ¢alisma ortami alkolle dezenfekte edilerek
caligsma bitirilir.

6.6 FLOW CYTOMETRY CIHAZINDA TESTIN OKUTULMASI:
Tiipler ayr1 ayr1 olacak sekilde asagidaki sira ile cihaza verilerek okutulur.

e Pbs tiip cihaz1 ayarlamak i¢in kullamilir. Tiip cihaza verilerek 1. diyagramda hiicrelerin dagilimi
gozlenir. Lenfositlerin diger hiicrelere gore daha yogun ve belli bir bolgeye diistiigii bolge A ile
adlandirilan bit map igerisine alinir. Bu islem ile cihazin sadece isaretlenen bolgedeki hiicreleri analiz
etmesi saglanir..

e 2.diyagramda Bit map i¢ine alinmis hiicrelerden T hiicre i¢gin CD3-PerCP boyali T lineer dogrusu ile
boyanmamis hiicreleri ayrilmasi saglanir. B hiicre iginde CD19-PE boyali B lineer dogrusu ile
boyanmamis hiicreleri ayrilmasi saglanir.

e 3.diyagramda; 2.diyagramda lineer dogrunun iistiinde kalan hiicre grubunda IgG-FITC isaretlenmis
hiicrelerin, total hiicre miktarina oranini gosterir. Diyagramda bulunan D dogrusu IgG-FITC
isaretlenmis hiicreleri i¢ine almaktadir. Yiikselip inen pik isaretlenmemis hiicre toplulugudur ve bu
kisim dara olarak kabul edilir. D dogrusu ileri ve geri hareket ettirilerek pikin bittigi ve isaretlenmis
hiicrelerin bagladig1i noktaya getirilerek birakilir. D dogrusunun altinda kalan bolgenin % orani
degerlendirme i¢in gerekli olan orandir.
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*Cihaz daha sonra verilen tiipleri de bu ayarlarla okuyup degerlendirecektir

e 2. Negatif tlip daha once negatifligi kanitlanmig serumda antikorlarin hiicrelere baglanma oranini
gosterir. Bu deger onemlidir ¢linkii crossmatch ile karsilastirma bu degerle yapilir.

e 3. Pozitif tiip daha Once pozitifligi kanitlanmis serumda antikorlarin hiicrelere baglanma oranini
gosterir. Pozitifligin gercekten var olup olmadiginin kontroliinii saglar. Sistemin dogru ¢alistigindan
emin olunur.

e 4. Crossmatch tiipii vericinin lenfositleri ile alicinin serumundaki antijenlerin birlesme oranini verir.

e 5.1/2 Crossmatch tiipli CM tiiplinlin teyidini saglar. Degeri CM ile yakin veya esit ise yapilan
uygulamanin dogrulugunu teyit eder.
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e 6. Hasta tlipii alicinin lenfositleri ile serumu inkiibe edildiginden otoantikorlarin oranini verir.
Otoantikor varligi degerlendirmede oldukca 6nemlidir.

6.7 SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Sonuglar tek tek kaydedilir. Negatif serumu i¢in enaz 20 ABRh(-) ve PRA (-) sahistan serum(karisik
kontrol serumu) kullanilir. Bu serumlar negatif serumla birlikte enaz 20 hastada test edilir.Ortalama negatif
deger ve karisik kontrol deger hesaplanir.

Ort(KK)-ort(N)=ort(CM-N) degeridir.
Limitler: Tort(KK)-Tort(N)= %3-5
Bort(KK)-Bort(N)= %0-3

Bu da demektirki; TCM-TN=%3-5 biiylik ise pozitif, kiigiik ise negatiftir.
BCM-BN=%0-3 biiylik ise pozitif, kii¢iik ise negatiftir.

7.0 ILGILIi DOKUMANLAR

KONTROLLU KOPYA



