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OZET

Inal Giiltekin, G. (2007). Kopeklerde Konsantre Eritrosit Transfiizyonunun Olusturdugu
Immunolojik Degisimlerin Arastirilmas1. Istanbul Universitesi Saglhk Bilimleri

Enstitiisii, Fiyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Kopeklerde kan ve kan iirtinleri naklinde kopek eritrosit antijeni (DEA) 1.1 antijeni
Oonem tasimakta ve DEA 1.1 negatif kan grubundan kopekler genel verici olarak
degerlendirilmektedir. Insanlarda kan nakillerine bagli immunmodulasyonlarin
l6kositlerden (WBC) kaynaklandig diisiiniilmektedir. Kan iirtinlerinde WBC miktarinin
azaltilmas1 olarak bilinen l6kodeplesyonlu (LD) iiriinler, 16koplaketer hattin (BC-LD)
uzaklastirilmas1 veya konsantre eritrosit (KRBC) siispansiyonunun filtrasyonu ile elde
edilmektedir. Giiniimiizde, kan iirtinlerine LD yapilmasinin biitiin hasta gruplar i¢in
avantaj saglayamayacagl yapilan caligmalar ile gosterilmektedir. Saglikli bireylerde,
LD’lu iriinlere karst gelisen immun cevabi anlamak i¢in hayvan modelleri 6nem
tasimaktadir. Calismamizda, Kangal 1irki kopeklerde DEA 1.1 kan grubunun
prevelansinin saptanmasi ve BC-LD’lu kRBC naklinin bagisiklik sistemi iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Yapilan kan grubu taramasinda Kangal irkinda DEA 1.1
negatiflik oram1 %38,30 olarak saptanmistir. BC-LD ve non-BC-LD kRBC nakli
sonucunda, farkli giinlerde (0., 10., 21., 31. ve 42. giinler) alinan kan orneklerinde,
CD3" T lenfosit diizeyi 42. giinde, 21. giin hari¢ diger tiim giinlere kiyasla bir azalma
gostermistir (p<0,05). Incelenen kan frotilerinde, lenfosit yiizdesi non-BC-LD’lu grupta
azalmistir (p<0,05). Buna karsin incelenen diger parametrelerde grup ve giin yoniinden
anlaml bir degisiklik saptanmamustir. Kangal kopeklerinin DEA 1.1 negatif kan grubu
diizeyi nispeten diisiik bulunmustur. Ayrica, saglikli melez kdpeklerde BC-LD’lu kRBC
nakillerinin bagisiklik sisteminde belirgin bir immiinsupresyon yaratmadigi; ancak iki
kere uyumlu kan nakli uygulamasinin, alict kopekte bazi immiinolojik degisimler
yarattigi gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak, kan nakli ile bagisiklik sistemi arasindaki
etkilesimin daha iyi anlagilmasi i¢in, deneysel kan nakli yapilan kopeklerin daha uzun
siire incelenmesinin ve nakil sayisinin artirllmasinin faydali olacag diisiiniilmektedir.
Hasta kopeklerin ise, bagisiklik sisteminin ¢ogunlukla fizyolojik sinirlar disina ¢iktigi
varsayilirsa, kan iirlinlerinde bulunan WBC’lerden farkli sekillerde etkilenebilecegi

diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler : Kopek, DEA 1.1 , Kan nakli, Iimmunsupresyon, Deplesyon
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ABSTRACT

Inal Giiltekin, G. (2007). A Research on the Immunmodulating Effects of Packed Red
Blood Suspension Transfusion in Dogs. Istanbul University, Institute of Health Science,

Physiology Department. Doctorate Thesis. Istanbul.

Dog erythrocyte antigen (DEA) 1.1 blood type is of great importance for blood
transfusion in dogs, and DEA 1.1 negative dogs are preferred as donors. The
immunomodulation occurring in human transfusion medicine is thought to be a result of
the leukocytes (WBC) present in blood components. Leukodepletion (LD), which is the
reduction of WBCs from blood components, can be achieved by either buffy-coat
depletion (BC-LD) or by an additional filtration step of packed red blood cell (pRBC)
components. It has been demonstrated that not all patient groups would benefit from
LD. Animal models are valuable for the understanding of the immune answer that takes
place towards LD blood products in healthy individuals. In this study, we have
investigated the DEA 1.1 prevalence of Kangal dogs and the effects of BC-LD pRBC
transfusion on the canine immune system. The 38.30% of Kangal breed has shown DEA
1.1 negative blood type. The immune system was investigated on different blood
withdrawal days (0, 10, 21, 31. and 42.) by using flow cytometry methods. A non-
statistical difference was observed between groups and days for the investigated
parameters except for CD3" and lymphocyte count on the thin blood smear. CD3" T
lymphocytes of recipient dogs, decreased on day 42 compared to day 0, 10 and 31
(p<0.05). Percentage of lymphocytes decreased in the non-BC-LD group compared to
the BC-LD group (p<0.05). DEA 1.1 negativity in Kangal dogs has resulted in a low
percentage thus, we could not conclude Kangal breed as a potential universal donor. We
also found that the immune system of healthy mongrel dogs did not react differently to
the pRBC transfusion whether it was WBC reduced or not. Although, we have found
that, two consecutive compatible pRBC transfusions led to a statistically significant
decline in CD3" T lymphocyte cells, these mild changes in the immune system are yet
far away of concluding an immunosuppressive effect of blood transfusion in healthy
dogs. In conclusion, long-term follow up and higher units of pRBC transfusions are
suggested for further understanding on the immunomodulatory effects related to blood
transfusions. WBC’s transfused in blood products might have different consequences in

ill patients since they are often immunocompromised.
Key Words: Dog, DEA 1.1, Blood transfusion, Immunosupression, Depletion

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no 301/05012005.



17

1. GIRIS VE AMAC

Veteriner Hekimlik alaninda teshis ve tedavi yontemleri ilerleyen teknoloji ile
birlikte gelismektedir. Artan donamim ve bilgi Veteriner hekimlerin farkli tedavi
protokollerine yonelmelerini miimkiin kilmaktadir. Veteriner hekimlikte, kan
nakillerinin tedavide etkinlesmesiyle birlikte (Schneider 1995; Bistner ve ark. 2000 p.
578; Hohenhaus 2005 p. 464) bu uygulama arastirma ve incelemelere acik bir konuma

gelmistir.

Kan nakli basitlestirilmis bir organ nakli olarak degerlendirilmekte ve burada
nakledilen organin kan oldugu belirtilmektedir. Karaciger, bobrek veya kalp
nakillerinde oldugu gibi, kan nakli de cesitli karsit reaksiyonlara ve hastaliklarin
bulasmasina neden olabilmektedir. Dolayisiyla, kanin fonksiyonel ozelliklerini
koruyabilmesi icin, elde edildigi dondr, kan iirlinlerinin hazirlanmasi ve bunlarin
saklanmasina dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Feldman ve Kristensen,

1995).

Insanlarda oldugu gibi, kopeklerde de kan nakilleri esasinda, kan gruplar1 hayati
onemdedir. Veteriner hekimlikte kan transfiizyonu pratigi arttik¢a, kopek kan gruplar
bir cok calismaya konu edilmis ve 8 tanesi uluslararasi standartta taninmis 13’{in
tizerinde kan grubu saptanmistir (Hale 1995). Kopeklerin kan gruplari, kopek eritrosit
antijeni (DEA) olarak tamimlanan, eritrosit (RBC) hiicre membraninda bulunan
glikoprotein ve glikolipid karakterinde antijenlerle belirlenmektedir. DEA 1.1 antijeni
transfiizyon agisindan en cok Onem tasityan kan grubudur (Battaglia 2001 p. 62;
Lanevschi ve Wardrop 2001). DEA 1.1 antijenini tasimayan kopekler, genel verici
olarak kabul edilmektedirler (Battaglia 2001 p. 62). Kopeklerin irklara gore kan grubu
tipleri heniiz bilinmemekte (Smith 1991), ancak Greyhound Irki kopekler DEA 1.1
antijenini tagimadiklarindan literatiirde “universal dondr” olarak kabul edilmektedirler

(Bistner ve ark 2000 p. 579).

Kopekler diger tiirlerden farkli olarak kendi kan gruplarn disindaki kan
gruplarina kars1 dogal antikor tasimamaktadirlar (Battaglia 2001 p. 62; Stone ve ark.
1992; Giger ve ark. 1995). Bundan dolayi, ilk kan transfiizyonunda herhangi bir kars1
reaksiyon olugsmadigindan kan uyumu aranmayabilir (Battaglia 2001 p. 63). Ancak

birinci transfiizyondan sonra yabanci kan grubuna karsi antikor sentezi sekillenecek
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(Giger ve ark. 1995, Hale 1995), ikinci transfiizyonlarda ise mutlaka uyumlu kan nakli
yapilmasi zorunlulugu dogacaktir (Stone ve ark. 1992). Aksi taktirde atesten Oliime
kadar degisen immunolojik ve non-immunolojik transfiizyon reaksiyonlarinin
sekillenebilecegi ifade edilmektedir (Giger ve ark. 1995). Ulkemizde, kopeklerde kan
gruplar1  belirlenmeksizin c¢apraz karsilastirma testleri nadiren yapilmaktadir.
Dolayisiyla yapilan kan transfiizyonlar1 sirasinda veya sonrasinda karsi reaksiyon

riskinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kan iiriinleri biitiin acil hematolojik ve baz1 kanser vakalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Battaglia 2001 p. 57; Hohenhaus 2003). Ornegin, kan kaybi, hemoliz
ve kemik iligi yetersizlikleri, gastrointestinal ve kalp hastaliklari, cerrahi miidahaleler,
travma, siddetli dis hastaliklar1 ve toksik madde zehirlenmeleri (Kerl ve Hohenhaus
1993), acil reoksijenizasyonu saglamak amaciyla veya cerrahi operasyon Oncesi
aneminin diizeltilmesi, kronik hastaliklar, hemolize ve bazi1 kanser tiirlerine bagh
anemilerin tedavisinde RBC iceren kan {iiriinleri naklinin tercih edilen bir uygulama
oldugu belirtilmektedir (Battaglia 2001 p. 58; Lanevschi ve Wardrop 2001; Bistner ve
ark 2000 p. 573; Hohenhaus 2003). Plazma iiriinlerinin ise, koagiilasyon faktorleri,
albiimin, alpha-macroglobulin veya immunoglobin saglamasi icin aktarildigi ifade

edilmektedir (Logan ve ark. 2001).

Insan hekimliginde, allojenik kan nakli (AKN), uzun yillardan beri hayat
kurtarici olarak bilinmektedir (Haynes ve ark. 2001). Dolayisiyla, RBC nakilleri, kan
hacminin yerine konulmasi, oksijen tagimasinin arttirilmasi ve anemi semptomlarinin
diizeltilmesi gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir. Ancak, son 20 yil icerisinde, kan
naklinin potansiyel yan etkilerinin farkedilmesiyle, kan naklinin klinik anlamda tekrar
degerlendirilmesine gidildigi belirtilmektedir (Blajchman ve Hébert 2001; Haynes ve
ark. 2001; Jutkowitz 2004). Kan naklinin, bagisiklik sistemi {izerindeki
“immunmodiilatif” etkisi viicudun savunma cevabinda bir artis veya azalma ile kendini

gostermektedir (Kirkley 1999).

Insan calismalar1 oldukga ileri diizeylerde olup, bobrek nakli, aort cerrahisi ve
kanser hastalarinda kan transfiizyonunun, graft reddi ve kotii huylu tiimorler iizerindeki
etkileri arastirllmaktadir (Blajchman ve ark. 1993; Kirkley 1999; Claas ve ark. 2001;
Haynes ve ark. 2001; Vamvakas ve Blajchman 2001a; Brand 2002). Bu konuda

allojenik transfiizyonunun yarattigi immunomodiilasyonun, immun tolerans gelistirerek
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transplant reddini engelleyebilecegi ve immunosupresyon sonucu tiimor ve hastaliklarin
gelisebilecegi bildirilmektedir (Claas ve ark. 2001; Vamvakas ve Blajchman 2001a). Bu
etkileri ortaya ¢cikarmak i¢in, allojenik transfiizyonun hiicresel immunite iizerine etkisi
bir cok calismaya konu olmustur (Mathiesen ve ark. 1998). Allojenik kan transfiizyonu
alictya Onemli miktarda eriyebilen ve hiicresel yabanci antijen girisine neden
olmaktadir. Bu antijenlerin bu sekilde dolasimda kalmalarinin bagisiklik sisteminin
cokmesine neden olacak ortami hazirladig bildirilmektedir (Vamvakas ve Blajchman

2001a).

Uyumlu kan naklinde gorillen immunosupresyon ve bazi transfiizyon
reaksiyonlar1 olusumundan 16kosit (WBC) ve plateletler (PLT) sorumlu tutulmaktadir
(Blajchman ve ark. 1993; Giger ve ark. 1995; Kristensen ve Feldman 1995a p.349;
Claas ve ark. 2001; Vamvakas ve Blajchman 2001a; Roddie ve ark. 2000; King ve ark.
2004; Lucas ve ark. 2004). Son 10 yil i¢inde, Avrupa, Kuzey Amerika (Vamvakas
2007), Avustralya ve Asya’da hiicresel komponentlerin kullanilmadan 6nce filtrasyon
asamasindan gecirilerek WBC miktarinin azaltilmasi -1okodeplesyon (LD)- yerlesmis
bir teknoloji haline donmiistiir (Dzik ve ark. 2000). WBC filtrasyonu 90’1 yillarin
sonunda cogu iilkede zorunlu hale getirilmeden 6nce, kan naklinin olumsuz etkilerini
inceleyen calismalarda 16koplaketer hatti (BC) uzaklastirllmis (BC-LD) kan iiriinleri
kullanilmis ve caligmalarda kan nakli yapilmayan ile BC-LD RBC nakli yapilan gruplar
arasinda karsilagtirmalar yapilmistir (Bordin, Bardossy ve ark. 1994; van de Watering
ve ark. 1998; Dzik ve ark. 2000). Ancak daha sonra, filtre kullanimi ile kan tinitelerinde
filtrasyondan sonra geriye kalan WBC sayilar1 1x10° (Avrupa Konseyi Yayinlar1 2004b
p. 103) diizeyine kadar indirilmistir.

LD’nun immunomodiilasyonu engellemekteki etkileri heniiz tartismali olmasina
ragmen, transfiizyon hekimliginde alloimmunizasyon risk ve sonuglarini azaltmak veya
engellemek amaciyla LD yapilan kan komponentleri kullanmilmaktadir (Kirkley 1999;
Roddie ve ark. 2000; Brand 2002; Bontadini ve ark. 2002; King ve ark. 2004;
Vamvakas ve Blajchman 2007). Uzerinde bircok c¢alisma yapilmasina ragmen,
AKN’nin olumsuz etkilerinin varligi heniiz kesinlik kazanmamistir (Blajchman 1997;
Claas ve ark 2001). Nitekim, arastirmalar biitiin hasta gruplarinin LD’dan aym ol¢iide

faydalanamiyacagin1 gostermektedir. Saglikli bireylerde, LD’lu iiriinlere karsi gelisen
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immun cevabi anlamak i¢in hayvan modellerinin 6nemi vurgulanmaktadir (Semple

2004).

Kopeklerde en sik gozlenen transfiizyon reaksiyonunun, FNHTR’lar oldugu ve
nakil yapilan kopeklerin %3-5’inde gozlendigi belirtilmektedir (Brownlee ve ark. 2000;
Lanevschi ve Wardrop 2001). Kopeklerde WBC’lere bagl olarak gelisen transfiizyon
reaksiyonlarinin ve kan nakli ile enfektif hastaliklarin bulagma riskinin LD ile
engellenebilecegi onerilmektedir (Brownlee ve ark. 2000). Ancak, kan naklinin oldukca
sik yapildig1 kopeklerde LD’ nun, hastaliklarin yayilmasinda (Giger ve Schantz 2002) ve
FNHTR’larin olusumunu engellemekte ne derece basarali olacagi bilinmemektedir.
Nitekim uyumlu kan nakli sonucu gelisen immunolojik yanit hakkinda yeterli verinin

bulunmadigi ifade edilmektedir (Kristensen ve Feldman 1995a p. 357).

Bu bilgiler 1s18inda, c¢alismanin birinci asamasinda, iilkemizde ve diinyada
ozgiin bir wrk olarak kabul edilen Kangal irki kopeklerin, DEA 1.1 kan grubu
prevalansini tespit etmek, ikinci asamasinda ise, sagilikli melez erkek kopeklerde WBC
miktar1 azaltilmis KRBC siispansiyon naklinin immunmodiilatif etkilerini flow sitometri

yontemleri ile belirlemek amaglanmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kopek kan gruplari

Kopeklerin kan grubu RBC yiizeyinde bulunan glikolipid ve glikoprotein
karakterli molekiiller ile belirlenmektedir (Hale 1995; Lanevschi ve Wardrop 2001).
Kopek eritrosit antijeni, “DEA” kisaltmasi ve bunu takip eden bir sayi ile belirtilmekte
(Giger ve ark. 1995; Hale 1995), ve kan gruplari, DEA 1.1, 1.2, 3, 4, 5 ve 7 olarak
gosterilmektedir. Kopeklerde bilinen 8 farkli kan grubu sistemine yakin zamanda 5 adet
yeni kan grubu daha eklenmistir (Smith 1991; Hale 1995; Battaglia 2001 p. 62). Cok
yakin zamanda ise Dalmagya irk1 kopeklerde “Dal” olarak isimlendirilen yeni bir kan

grubu daha saptanmistir (Blais ve ark. 2007).

2.1.1 DEA 1 kan grubu sistemi

DEA 1 sisteminin ii¢ alt grubu bulunmakta ve DEA 1.1, 1.2 ve 1.3 seklinde
siniflandirilmaktadir. Bir kopegin RBC’lerinin, bu alt tiplerden herhangi biri i¢in pozitif
olabilecegi gibi hepsi agisindan negatif olabilecegi de belirtilmektedir (Giger ve ark.
1995; Hale 1995). DEA 1 kan grubu sisteminin, Mendel kurallarina gore dagilim
gosterdigi bildirilmekte (Hale 1995) ve bir kopegin, DEA 1.1 pozitif veya negatif
olabilecegi ve sadece DEA 1.1 negatif kopeklerin, DEA 1.2 pozitif veya negatif
olabilecegi ifade edilmektedir (Giger ve ark. 2005) (Tablo 2-1). DEA 1.3 kan grubuna
ait tiplendirme ayiraclarinin bulunmayisi ise, kan nakillerinde bir Onem tasiyip

tasimadigini ortaya koymay1 engellemektedir (Hale 1995).

DEA 1.1 antijenin bilinen en gii¢lii hemolizin olmas1 (Giger ve ark. 1995), DEA
1.1 negatif donorlerin, kan nakli icin yeterli giivenligi sagladigim diisiindiirmekle
birlikte (Battaglia 2001 p. 62), DEA 3, 4, 5 ve 7 kan gruplarina kars1 gelisen karsit
reaksiyonlarin belgelendigi de goz ardi edilmemelidir (Hale 1995; Melzer ve ark. 2003).

2.1.2 Kan gruplarimin kan nakillerinde antijenik onemi

DEA 1.1, 1.2, 3, 5, 7 negatif ve 4 pozitif kopekler “universal dondr” olarak
kabul edilmektedir (Hale 1995; Melzer ve ark. 2003). Kopek popiilasyonunun %98’inin
DEA 4 pozitif oldugu ve bu kan grubuna karsi dogal antikorlarin sekillenmedigi
belirtilmektedir (Hale 1995). Ancak, yakin zamanda yapilan bir calismada, DEA 4

antijeninin kan nakillerinde herhangi bir tehlike teskil etmedigi yoniindeki diisiincelerin
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aksine, DEA 4 negatif kopeklere, DEA 4 pozitif kopeklerden yapilan kan nakillerinde,

transfiizyon reaksiyonlarinin olusabilecegi belirtilmektedir (Melzer ve ark. 2003).

Tablo 2-1: DEA 1 kan grubu sisteminin genotipik ve fenotipik olasiliklar: (Hale 1995)

Fenotip Genotip

DEA 1.1 1.1/1.1,1.1/1.2, 1.1/1.3, 1.1/-
DEA 1.2 1.2/1.2,1.2/1.3,1.2/-

DEA 1.3 1.3/1.3, 1.3/-

DEA negatif -/-

DEA 3, 5 ve 7 antijenlerini tasimayan kopeklerde, bu kan gruplarina kars1 dogal
antikorlarin varligindan siiphe edilmektedir. Nitekim, DEA 3, 5 ve 7 negatif kopeklere,
DEA 3, 5 ve 7 pozitif RBC nakli yapilmasiyla, nakli takip eden ilk 72 saat icerisinde
gecikmis tipte tranfiizyon reaksiyonlarin gerceklesebilecegi ileri siiriilmektedir.
Dolayisiyla DEA 3, 5, ve 7 pozitif kopeklerin dondr olarak kullanilmasi
onerilmemektedir (Hale 1995). DEA 7 kan grubu, digerleri arasinda en ¢ok tartisilan
kan grubu olmakla birlikte dogal antikor varligindan siiphelenilmektedir. Kopek
popiilasyonunda, DEA 7 kan grubunun dogal antikor diizeyi Feldman (1999) tarafindan
%15, Hale (1995) tarafindan ise %20-50 arasinda bildirilmektedir. Giger ve ark. (1995)
sonuglar arasindaki farkin, DEA 7 antikorunun soguk aglutinin olusu ile
aciklanabilecegini, nitekim test ettikleri 23 DEA 7 negatif kopekte anti-DEA 7 sicak

alloantikor tespit edemediklerini vurgulamaktadirlar (Giger ve ark. 1995).

Kan nakillerinde, ozellikle DEA 1.1, 1.2 ve DEA 7 kan gruplar1 6nem tasimakta
(Battaglia 2001 p. 62), dolayisiyla DEA 1.1, 1.2 ve DEA 7 negatif olan kopekler ideal
donor (Kerl ve Hohenhaus 1993) olarak kabul edilmektedirler. Bunlar arasinda DEA 1.1
en yiiksek antijenite gosterdiginden, DEA 1.2 ve DEA 7’nin nakil icin daha az onem
tasidig1 vurgulanmaktadir (Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 p. 62). Dolayisiyla, DEA

1.1 antijenini tasitmayan kopekler verici olarak kabul edilebilmektedirler (Battaglia 2001
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p. 62). Nitekim, DEA 1.1 haricindeki kan gruplarimin, kan nakli agisindan pek 6nem
tasimadigr ileri siiriilmektedir (Giger ve ark. 2005). Ayrica, biitiin kan gruplarina
yonelik, kliniklerde rutin kullanima hazir ticari kitlerin bulunmadigi, bu kan gruplarinin

tespiti i¢in laboratuar kosullarinin gerektigi de bildirimler arasindadir (Hale 1995).

Kopeklerin 1rklara gore kan grubu tipleri heniiz bilinmemekte (Smith 1991),
ancak, Greyhound 1rki kopeklerin c¢ogunlugu DEA 1.1 ve 7 antijenlerini
tasimadiklarindan dolay1 literatiirde ‘“universal donor” olarak kabul edilmektedirler
(Bistner ve ark 2000 p. 579). Giiney Afrika’da, DEA 1.1 prevalansinin dl¢iilmesine
yonelik yapilan bir calismada, kopeklerin %47’ sinde DEA 1.1 pozitiflik saptanmais,
Greyhoud (n=8), Boxer (n=8) ve Alman Coban (n=55) kopek irklarinin sirasiyla %100,
%88, %84 oranlarinda DEA 1.1 negatif olduklar bildirilmistir (van der Merwe ve ark.
2002). Brezilya’daki benzer bir calismada ise, DEA 1.1 pozitiflik oran1 %51,3 (n=77)
olarak tespit edilmis, Alman Coban (n=19), Boxer (n=5) irki kopeklerde, DEA 1.1
pozitiflik sirasiyla %36,84 ve %20 olarak saptanmistir (Novais ve ark. 1999). Giiney
Afrika ve Brezilya’daki melez kopeklerde ise, DEA 1.1 pozitif kan grubu, sirasiyla %48
(n=23) (van der Merwe ve ark. 2002) ve %46,57 (n=73) (Novais ve ark. 1999) gibi

birbirine olduk¢a yakin sonuglar bulunmustur.

2.1.3 Kopeklerde dogal antikor yoklugunun kan nakillerine sundugu avantajlar
Insan ve kedilerin (Griot-Wenk ve Giger 1995) aksine, kopeklerde yabanci kan
gruplarina kars1 dogal antikor bulunmamakta (Giger ve ark. 2005) ve bu durum, ilk kez
uygulanan kan naklinde, transfiizyon riskini ortadan kaldirmaktadir (Stone ve ark. 1992;
Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 p. 62; Chiaramonte 2004). Ancak birinci kan
naklinde, alic1 ve verici kan gruplar1 uyumsuz ise, nakli takip eden 4-14 giin (Giger ve
ark. 1995) ve hatta 21 giin (Battaglia 2001 p. 62) sonra, aktarilan kan grubuna karsi
antikor sekillenecek, baska bir deyisle alict kopek uyarilmis olacaktir. Uretilen
antikorlar, ileride uygulanacak nakiller i¢in tehlike olusturmaktadir (Stone ve ark.
1992). DEA 1.1 kan grubunun yiiksek antijenitesi nedeniyle, DEA 1.1 antijenini tagiyan
verici kopeklerin kanlari, sadece DEA 1.1 pozitif aliciya aktarilmalidir. Aksi taktirde,
birinci kan naklini takip eden giinlerde, alicida, anti-DEA 1.1 antikorlarn iiretilecek ve
aktarilan RBC’lerin yasam siireleri kisalacaktir (Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 pp.

62-63). Uyarilmis alicilara ikinci nakilde, tekrar DEA 1.1 pozitif kan verilmesi ise
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hastanin Oliimiine kadar varabilen siddetli transfiizyon reaksiyonlarina neden

olabilecektir (Smith 1991; Giger ve ark. 1995).

2.1.4 Kan grubu tiplendirmesi ve capraz karsilastirma testleri

Kopeklerde kan naklinden once, kan gruplarinin mutlaka degerlendirilmesi
gerekmektedir (Smith 1991). Kopeklerin kan gruplarinin belirlenmesinde, antijen
antikor reaksiyonu sonucu gozle goriilen hemoliz veya agliitinasyon (Hale 1995)
olusumuna dayanan ticari kitler kullanilmaktadir (Lanevschi ve Wardrop 2001, Giger ve
ark. 2005). 1990’11 yillardan itibaren ticari olarak elde edilebilen kart yontemi, bir damla
antikoagiilanli kanin, kartlara emdirilmis kemirgenlerden elde edilen DEA 1.1
monoklonal antikoru (mAb) ile reaksiyona girmesi prensibine dayanmaktadir (Battaglia
2001 p. 63; Giger ve ark. 2005). Daha yakin zamanda, insanlarda kan grubu belirleme
tekniklerinden adapte edilen DEA 1.1 mAb’lart iceren mikrokolon jel testleri de RBC
agliitinasyon prensibine dayanmaktadir (Giger ve ark. 2005). DEA 1.1, 1.2, 3,4, 5, 6 ve
7 kan gruplarinin ise, sadece Michigan State University (MSU) yontemi ile belirlendigi
belirtilmektedir (Hale 1995; Giger ve ark. 2005).

Kan gruplarmin belirlenemedigi veya acil durumlarda, capraz karsilastirma
testleri uygulanmaktadir (Hale 1995; Battaglia 2001 p. 63). Bu testlerin yapilist ii¢
temel amaca dayanmaktadir (Feldman ve Kristensen 1995; Lanevschi ve Wardrop

2001):

(1) Kars1 reaksiyon olusma riskini azaltmak (dogal antikor bulunan veya
daha once duyarl hale gelmis hastalarda ve neonatal izoeritrolizisi

engellemek),
(i1) Hastay1 nakilden dolay1 duyarli hale getirmemek,
(ii1)  Nakilden sonra RBC omriinii uzatmak.

Capraz karsilagtirma testleri, kopeklerin kan gruplarini belirleyememekte; ancak
nakilden Once, iki kdpek arasindaki serolojik uyumun in vitro olarak degerlendirilmesini
saglamaktadir (Giger ve ark. 1995; Feldman 1999; Battaglia 2001 p. 67; Lanevschi ve
Wardrop 2001). Ik defa kan nakli yapilan bir kopekte, kan gruplar1 farkli olsa bile,
dogal antikor bulunmadigindan, c¢apraz karsilastirma testlerinde agliitinasyon
saptanamamaktadir (Feldman ve Kristensen 1995; Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 p.

67). Dolayisiyla, negatif sonug¢ veren capraz karsilastirma testleri, iki kopegin ayn1 kan



25

grubuna dahil oldugunu gostermemektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001). Her kan nakli
alicida yeni antikor olusumuna neden olabileceginden, kan nakilleri arasinda 4 giin
gecmis ise (Giger ve ark. 1995; Hohenhaus 2003) ve hasta anemnezinde, kan nakli veya
gebelik bulunmasi halinde (Lucas ve ark. 2004), capraz karsilatirma testlerinin mutlaka

yapilmasi Onerilmektedir.

Capraz karsilastirma testleri, major ve mindr olmak {iizere, iki boliimden
olusmaktadir. Major testte, alicinin plazmasinda, vericinin RBC’lerine karsi antikor
varlig1; mindr testte ise, vericinin plazmasinda, alicinin RBC’lerine kars1 antikor varligi
aranmaktadir (Smith 1991; Feldman ve Kristensen 1995; Giger ve ark. 1995; Griot-
Wenk ve Giger 1995; Battaglia 2001 p. 67, Lucas ve ark. 2004). Testlerin sonucu,
aglutinasyon veya hemoliz goriilmesi ile degerlendirilmektedir (Lanevschi ve Wardrop
2001; Lucas ve ark. 2004). Caprazlama testlerinin, aglutinasyon varliginin tespiti i¢in
mutlaka mikroskobik olarak test edilmesi onerilmektedir (Battaglia 2001 p. 68). Capraz
karsilastirma testlerinde RBC’lerde gozlenebilen rulo olusumu, agliitinasyon ile
karigtirlmamalidir (Giger ve ark. 1995; AABB Technical Manuel 2005f, p. 409).
Caprazlamadan elde edilen sonug¢ pozitif ise, transfiizyon reaksiyonlarinin olusma
riskinin biiyiik oldugu; negatif ise, az oldugu kabul edilmektedir (Lucas ve ark. 2004).
Caprazlama testlerinde, RBC ve plazma arasindaki uyum kontrol edilmekte; ancak
WBC ve PLT’ler degerlendirilememektedir. Oysa, uyumlu kan naklinde goriilen non-
hemolitik transfiizyon reaksiyonlarinin en biiyiikk kaynagimi, WBC ve PLT’lerin
olusturdugu ifade edilmektedir (Giger ve ark. 1995; Feldman ve Kristensen 1995; Lucas
ve ark. 2004).

Kopeklerde birinci kan nakli, uyumsuz bir kan grubu ile yapilmis ise, alici
kopek nakledilen kan grubuna karsi uyarilmis olacagindan, ayn vericiyle yapilan ikinci
nakilden oOnce, caprazlama testlerinde aglutinasyon veya hemolizin belirgin olarak
gozlenecegi belirtilmektedir (Giger ve ark. 1995; Lanevschi ve Wardrop 2001; Lucas ve
ark. 2004). Dolayisiyla, ozellikle ikinci nakiller Oncesinde, capraz karsilastirma
testlerinin yapilmasit onem kazanmaktadir (Battaglia 2001 p. 67; Hohenhaus 2005 p.
466). Reaksiyonlar, ortam 1sisina bagli olarak gelisebileceginden (Harrell ve Kristensen
1995), testlerin 3 farkli ortam 1sisinda yapilmasi onerilmekte, nitekim DEA 7 anitjeni
reaksiyonunun olusumunda 1s1 onem tasimaktadir (Smith 1991). Capraz karsilastirma

testleri lam iizerinde yapilabilecegi gibi (Plunkett 1993 p. 189) tiiple de yapilabilir. Tiip
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kullanimininda agliitinasyon +1, +2, +3 ve +4 olarak derecelendirilmektedir (Kristensen

ve Feldman 1995a, p. 350).

2.2 Tam kan ve kan iiriinleri

Kanin hiicresel ve plazma kisimlari, viicutta farkli gorevleri yerine getirmekte ve
bazi hastaliklarda, kanin sadece bir boliimiine gereksinim duyulmaktadir (Battaglia
2001 p. 57). Kan iiriinleri, antikoagiilanl1 ve koruyucu madde iceren kan torbalarina
toplanan TK’1n santrifiij edilip komponentlerine ayrilmasi ile elde edilmektedir. Taze
tam kan (TTK), saklanmis tam kan (STK), konsantre RBC (kRBC) ve WBC miktar1
azaltilmig kRBC kan {iriinleri, RBC icermektedir (Prittie 2003; Hohenhaus 2005 p.
465). Taze dondurulmus plazma (TDP), plateletten zengin plazma (PZP) ve
kriyopresispitat (Cryo) iiriinleri ise toplanan kanin plazma boliimiinden elde edilen kan

iriinleridir (Kristensen ve Feldman 1995a, p. 350).

Kan komponentlerinin elde edilmesiyle, tam kan (TK) kullaniminin genel olarak
azaldig (Kristensen ve Feldman 1995a p. 347) ve tedavide kan komponentlerinin tercih
edilmesiyle transfiizyon risklerinin daha az goriildiigii belirtilmesine ragmen
(Chiaramonte 2004), Amerika’da, kopeklerde kan nakli uygulamasinin yaygimligini
inceleyen bir calisma (Howard ve ark. 1992), bir cok veteriner hekimin, kan iiriinlerine
nazaran elde edilmesi daha kolay olan TK kullanimini tercih ettiklerini ortaya
koymustur. Ancak, kRBC veya plazma gibi kan {iriinleri, TK uygulamasina gore cesitli
avantajlar saglamaktadir (Stone ve ark. 1992). Bu kapsamda, hastanin spesifik eksikligi
olan komponentin yerine konulmasi, nakillere bagli karsi reaksiyonlarin azalmasi
(Stone ve ark. 1992; Hohenhaus 2005 p. 464) ve nakil siiresinin kisalmasi, iiriin
kullantminin avantajlar1 olarak siralanmaktadir (Bistner ve ark 2000 p. 571; Battaglia
2001 p. 57; Logan ve ark. 2001). Ornegin, kardivaskiiler sistem hastalig1 olan anemik
bir kopegin oksijen tasima kapasitesinin artirtlmas: i¢in, TK yerine kRBC (iiriinii
kullanimi, hasta icin gerekli olmayan plazmanin aktarilmasimi Onleyerek, dolasim
hacminin asir1 artisin1 ve kalp yetmezligi olusumunu engelleyebilmektedir (Battaglia
2001 p. 58). Kan iiriinlerinin TK nakline gore baska bir iistiin yani1 ise, toplanan kanin
komponentlerine ayrilmasiyla elde edilen kan iiriinlerinin, birden fazla hastaya
uygulanmas1 ve dolayisiyla kan kaynaklarinin daha ekonomik kullanimini
saglamasindadir (Stone ve ark. 1992; Kerl ve Hohenhaus 1993; Logan ve ark. 2001;
Rozanski ve De Laforcade 2004; Hohenhaus 2005 p. 466). Nitekim, ayrilan plazma,
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baska bir hastaya nakledilebilmekte veya daha sonra kullanilmak iizere dondurularak

saklanabilmektedir (Kerl ve Hohenhaus 1993).

1986-1989 yillar1 arasinda yapilan kan nakillerini inceleyen geriye doniik bir
caligmada; ozellikle 1987 yilindan itibaren kan bankasinin islevliginin artmasiyla
beraber, kan iiriinleri kullaniminin arttig1 vurgulanmaktadir (Stone ve ark. 1992). Logan
ve ark. (2001), Pennsylavania Universite Veteriner Hastanesinde, plazma kullaniminin,
1987 yilinda, 200 {iinite civarindayken; 1999 yilinda, on kat artig gostererek, 2295 iinite
plazmanin kullanildigin1  belgelemekte ve {iniversite hastaneleri ile ticari kan
bankalarinda tekniklerin gelismesiyle, veteriner hekimlik alaninda plazma kullaniminin

gectigimiz son 20 y1l icinde 6nemli miktarda arttigin1 vurgulamaktadirlar.

2.2.1 Kan toplama sistemleri

Verici kopekten kan toplanirken, “kapali sistem” kan torbalar1 kullanilmaktadir
(AABB Technical Manuel 2005a p.104). Steril torbalar kan toplama, TK’1 isleme ve
saklama basamaklarinin dis ortama acilmadan yapilmasini saglamakta, boylece
bakteriyel kontaminasyon riskini azaltmaktadir. Tekli kan toplama torbasi, TK
kullanim1 i¢in uygun olup; antikoagiilan ve koruyucu sivi igeren tek torbadan
olusmaktadir. Ancak komponentlerin toplanmasinda, kapali sisteme disaridan girilmesi
gerekecegi icin, sistem “acik” hale gecmekte, dolayisiyla kontaminasyon riski
artmaktadir (Schneider 1995; Battaglia 2001 pp. 64-65). Bu iiriinlerin 24 saat i¢inde
kullanilmas1 6nerilmektedir (Battaglia 2001 p. 65).

Kan komponetlerini hazirlamak i¢in ikili, ticlii ve dortlii kan torbalari tercih
edilmektedir (Schneider 1995; Battaglia 2001 p. 65). Kan toplama sistemleri, kan
tirtinleri hazirlanirken, tamamen ‘“kapali sistem”de calismaya olanak vererek asepsiyi
saglamakta ve bakteriyel kontaminasyon riskini en aza indirmektedir (Battaglia 2001 p.
64; Lucas ve ark. 2004). Sitrat-fosfat-dekstroz (CPD) ikili torba sisteminde,
antikoagiilan soliisyonu tasiyan birincil torbaya, biri tamamen kuru (transfer torbasi) ve
digerinde saline-adenin-glukoz-mannitol (Sag-M) (Sollberger ve ark. 2002) koruyucu
sollisyonunu igeren iki adet uydu torba baglidir (Sekil 2.1) (Wardrop 1995). Kan, CPD
iceren birincil torbaya toplanmakta ve santrifiij islemini takiben, plazma, transfer
torbasina  aktarildiktan  sonra  torba  sisteminden  hortumun  kesilmesiyle
uzaklastirilmaktadir. Nihayet, diger uydu torbada bulunan koruyucu soliisyon, hem

akigskanligr saglamak, hem de RBC Omriinii uzatmak amaciyla geride kalan kRBC
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tizerine aktarilarak, kRBC siispansiyonu elde edilmektedir (Schneider 1995; Wardrop
1995; Battaglia 2001 p. 65; Lucas ve ark. 2004; Kansuk a).

Sekil 2-1: CPD Sag-M ikili kan torbasi (Kansuk a)

2.2.1.1 Antikoagiilan ve koruyucu soliisyonlar

Transflizyon amach toplanan kan icin, cesitli antikoagiilan ve koruyucu
soliisyonlar kullanilmaktadir. Bu sivilar, RBC 6mriiniin, saklama sirasinda ve nakilden
sonra uzun olmasini saglamak amaclh kullanilmaktadir (Battaglia 2001 p. 65). American
Association of Blood Banks (AABB) standartlarina gore, RBC canliliginin, 35 giinliik
saklama sonunda (Feldman ve Kristensen 1995) ve nakilden 24 saat sonra %75
oraninda siirmesi arzu edilmektedir (Battaglia 2001 p. 66). Kan naklinin basarili
sayllabilmesi i¢in nakil sonrasi canlilifin devaminin bir kriter oldugu da

belirtilmektededir (Battaglia 2001 p. 65).

Kan torbalarinin icerisinde, 63-70 ml antikoagiilan bulunmaktadir (Hohenhaus
2005 p. 464). Depolama sirasinda olusan biyokimyasal degisimlerin arastirilmasi ile
RBC igeren iiriinlerin raf 6mriiniin koruyucu soliisyona bagl olarak farklilik gosterdigi
vurgulanmaktadir (Schneider 1995; Battaglia 2001 p. 66). RBC’lerde gozlenen
degisimler, “saklama lezyonu” olarak isimlendirilmekte ve ATP, pH, 2,3-DPG
(Battaglia 2001 p. 66; Perrotta ve Snyder 2001) ve potasyum azalmasi (Perrotta ve
Snyder 2001) ile laktik asit artisim1 (Battaglia 2001 p. 66) kapsamaktadir. Saklama
lezyonlart RBC’lerde canlilik ve fonksiyon kaybina yol agcmakta (Battaglia 2001 p. 66),
dolayisiyla kan naklini etkisiz hale getirebilmektedir. (Wardrop 1995). RBC naklinin
doku reoksijenizasyonu iizerindeki etkileri incelendiginde, 15 giiniin iizerinde saklanan
RBC’lerde, ATP kaybindan otiirii, esneklik kaybi sekillenebilecegi (Wardrop 1995),
dolayisiyla RBC’lerin kapillar dolasimi engellenerek doku reoksijenizasyonunda

problem yasanacag belirtilmektedir (Prittie 2003). Nitekim, 2 hafta saklanan sican kani
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taze kan ile Kkarsilastirnlldiginda, RBC’lerin ekinositik sekil aldigi ve kapillar

reoksijenizasyonun yeterli diizeyde yapilamadig1 gosterilmistir (Gonzalez ve ark. 2007).

CPD ve asit-sitrat-dekstroz (ACD) antikoagiilan soliisyonlar1t kRBC iiriiniiniin
21 giin boyunca saklanmasina olanak saglamaktadir (Battaglia 2001 p. 66). Sitrat-
fosfat-desktroz-adenin-1 (CPDA-1) antikoagiilan soliisyonunun, RBC fonksiyon ve
canliligini destekledigi, 2,3-DPG ve ATP’yi daha iyi korudugu, saklama siirelerini ise
3-5 haftaya (21-35 giin) kadar uzattig1 bildirilmektedir (Wardrop 1995; Battaglia 2001
p. 66).

Koruyucu soliisyonlar iceren torba sistemlerinde, birincil torbada genel olarak
CPD antigkoagiilan1 bulunmaktadir (Wardrop 1995). Bu sistemlerin uydu torbalarinda
ise, hiicresel metabolizmay1 siirdiirmek ve canliligit devam ettirmek igin gerekli
dekstroz, adenin, mannitol ve sodyum klorid gibi maddeleri iceren (Lanevschi ve
Wardrop 2001) ancak protein tasimayan katki soliisyonlar1 bulunmaktadir (Wardrop
1995; Battaglia 2001 p. 66). Plazmasi ayrilmis kRBC’lere, ilave edilen Adsol®,
Nutricel®, Optisol® katk: soliisyonlarinin, kRBC saklama siirelerini 35-37 (Battaglia
2001 p. 66; Rozanski ve De Laforcade 2004), hatta 42 giine kadar uzattigi bildirimler
arasindadir (Wardrop 1995; Perrotta ve Snyder 2001). Koruyucu soliisyonlarin,
icerdikleri yogun konsantrasyonda dekstroz ve adeninin maddelerinin, RBC enerji
metabolizmasinda kullanilmasiyla, RBC saklama siiresini uzattig1 belirtilmektedir

(Wardrop 1995).

Heparin kullaniminin, uzun vadeli saklama i¢in uygun olmayacagi ve heparinli
TK’nin toplandiktan sonra, ilk 24 saat icerisinde kullanilmasi gerektigi belirtilmekle
birlikte (Lanevschi ve Wardrop 2001), heparinin transfiizyon amacl kullanilmasi

onerilmemektedir (Wardrop 1995; Battaglia 2001 p. 66).

2.2.2 Kan iiriinlerinin hazirlanmasi ve saklama kosullari

Kopeklerden toplanan bir iinite kan miktar1, bir ¢ok hayvan kan bankasinda,
450ml olarak standardize edilmistir (Feldman ve Kristensen 1995; Battaglia 2001 p. 65;
Rozansksi ve de Laforcade 2004; Hohenhaus 2005 p. 464). Toplanan TK, ayristirma
islemlerine baslayana kadar 4-6°C'de tutulmalidir (Lucas ve ark. 2004; Battaglia 2001
p.- 58; AABB Technical Manuel 2005d pp. 178-179). Ancak, sogutulmus ortamda,
PLT’lerde fonksiyon ve canlilik kaybi sekillenecegi (Hohenhaus 2005 p. 467) ve

depolandiktan ilk 24 saat sonra PLT fonksiyonun ve labil koagiilasyon faktorlerinin
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azalacagi belirtilmektedir (Battaglia 2001 p. 58). Dolayisiyla, PZP hazirlamak i¢in
komponentlerine ayrilana kadar TK’nin, 20°C'nin altina inmemek sartiyla, mutlaka oda
1sisinda muhafaza edilmesi onerilmektedir (Battaglia 2001 p. 58; Lucas ve ark. 2004;
AABB Technical Manuel 2005d pp. 178-179). Kan iiriinlerinin hazirlanmasinda,
santrifiij asamasinin, santrifiijiin kullanim talimatlarina (model, rotor giicii, hacmi,
hizlanma siiresi-ivme ve frenleme sistemi) uygun olarak protokolde degisiklikler
yapilabilecegi belirtilmektedir (Battaglia 2001 p. 58; Lucas ve ark. 2004). Ayristirma
islemine baslamadan once, santrifiij 4-10°C'ye sogutulmalidir (Lucas ve ark. 2004).
Kopekten, 63 ml antikoagiilan iceren kan torbasina toplanan bir iinite kan, ilk 6 saat
icerisinde kullanildiginda veya islendiginde TTK olarak isimlendirilmektedir. TK 24
saat depolamadan sonra protein agisindan zengin ve Hct degeri ortalama %33 olan RBC
siispansiyonu olarak (AABB Technical Manuel 2005d p. 175) veya STK olarak
isimlendirilmektedir (Battaglia 2001 p. 58).

Kullanilan torba sistemine gore, birincil ve uydu torbalarin iizerinde yer alan
etiketlere, kanin toplandig: tarih, vericinin adi ve kan grubu yazilmalidir (Schneider
1995). Ayrica kRBC iiriiniiniin nakli sirasinda, izotonik soliisyon ile gereksiz
sulandirilmasinm1 Onlemek amaciyla, additif soliisyonun ilave edilip edilmedigi de
belirtilmelidir (AABB Technical Manuel 2005b p. 172). Uriinlerin etiketlenmesinde,
hazirlayan kisinin ad1 ve iiriine gore, son kullanim saatine kadar ayrintilandirilabilecegi

belirtilmektedir (Avrupa Konseyi Yayinlar1 2004a p. 134).

2.2.2.1 kRBC ve plazma

kRBC hazirlama protokolleri, elde edilen iiriin ayn1 oldugu halde santrifiij hizi,
1s1s1 ve siiresi yoniinden farkliliklar gostermektedir. KRBC hazirlama protokollerini,
Kerl ve Hohenhaus (1993) 5000xg’de 1-6°C’de 25 dakika, Battaglia (2001 p. 66)
5000xg'de 4-6°C’de 5-7 dakika, ve Lucas ve ark. (2004) dakikada 4000 devirde
10°C’de 15 dakika olarak bildirmektedirler. Santrifiij isleminden sonra, santrifiij
godelerinden sarsilmadan c¢ikarilan kan torbalari, maniiel plazma ekstraktoriine
yerlestirilmektedir. RBC-plazma ayrimi net olarak gozlendikten sonra, plazma, torba
sisteminde bulunan kuru transfer torbasina aktarilmaktadir (Schneider 1995). Kan
iriinlerinin hazirlanis1 esnasinda, antikoagiilan sivinin plazmada kaldig: belirtilmektedir

(Hohenhaus 2005 p. 466).
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Plazma, aynldiktan ilk 6 saat icerisinde donduruldugunda, TDP olarak
isimlendirilmekte ve -18°C ile -20°C’nin altinda 1 yil boyunca saklanabilmektedir
(Battaglia 2001 p. 67; Lucas ve ark. 2004; AABB Technical Manuel 2005d p.180;
Hohenhaus 2005 p. 466). TDP iiriinii PLT tasimamaktadir (Battaglia 2001 p. 67;
BSAVA 2000). Toplandiktan 1 yil sonra, TDP iiriinii dondurulmus plazma (DP) olarak
tekrar isimlendirilmekte ve 4 sene daha (Battaglia 2001 p. 67; Rozanski ve De
Laforcade 2004), -65°C’nin altinda ise TDP’nmin 7 yil boyunca saklanabilcegi
belirtilmektedir (AABB Technical Manuel 2005d p. 180). Plazmanin, saklama
esnasinda herhangi bir nedenle ¢oziilmesi ve tekrar dondurulmasi, pithtilagsma faktorleri
acisindan olumsuz etki yapmaktadir. Kan bankalarinda, donmus plazma {iriinlerinin,
kalite kontroliinii saglamak amaciyla, torba etrafinin lastik bant ile ortadan sikistirilmis
bir halde dondurulmasi Onerilmektedir. Nitekim, herhangi bir nedenle plazma
coziindiiriiliip tekrar donduruldugunda torbanin ortasindaki iz kaybolacaktir (Schneider

1995).

Kan komponentlerini, otomatik sistemler ile elde etmek miimkiin olup, altli-
tistlii torbalarla plazma ve RBC iiriinleri aym1 anda hazirlanmaktadir. Plazma, torbanin
uistiinde bulunan hortum ile transfer torbasina, RBC’ler ise torbanin altindaki hortum
araciligiyla koruyucu soliisyonun bulundugu uydu torbaya aktarilmaktadir (Racz 1997)

(Sekil 2.2).

Sekil 2-2: Alth-iistlii torba ve optik seperasyon (Kansuk b)

2.2.2.2 Lokosit miktar: azaltilmus KRBC iiriinii
Santrifiij sonunda lokoplaketer hattin (BC) (Sekil 2-3) uzaklastirilmasi, WBC

miktar1 azaltilmig kRBC iiriinii elde etmek i¢in Avrupa iilkelerinde yaygin olarak
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kullanilmaktadir (Dzik ve ark. 2000; International Forum 2001, Karger ve Kretschmer
2002). BC’nin uzaklastirilmasiyla, WBC miktar1 %70-80 (Roddie ve ark. 2000), %65-
75 (Mynster ve ark. 1998), %50-90 (Karger ve Kretschmer 2002), ve %60-80
(Blumberg 2005) diizeyinde azaltilmig kRBC f{iriinii elde edildigi, geriye kalan WBC
miktart %?20-30 civarinda olan bir nevi l6kodeplesyonlu (BC-LD) iiriin elde edildigi
(Dzik ve ark. 2000) belirtilmektedir.

Sekil 2-3: Santrifiijjden sonra BC hattin gozlenmesi (Kansuk b)

LD’lu kRBC iiriinii ise, kRBC siispansiyonunun filtrasyon asamasindan
gecirilerek elde edilen WBC miktar1 azaltilmig bir iirlindiir (Fergusson ve ark. 2002;
Hohenhaus 2005 p. 466). BC’nin uzaklastirnlmas1 ve filtrasyonun kombine edilerek
kullanilmas1 Onerilmektedir (Avrupa Konseyi Yayinlar1 2004b p.103). Maksimum
WBC azaltilmasi ve minimum RBC kaybini saglamak amaciyla (van der Meer ve ark.
1999; Hohenhaus 2005 p. 466), filtre teknolojisi, bir ¢cok asamadan ge¢cmis (Swank ve
Seaman 2000), iretildigi materyal ve etkinligine bagli olarak, jenerasyonlara gore

siniflandirilmistir (Brownlee ve ark. 2000).

Altmish yillarda, 170-240 um boyutunda porlart olan standart kan pihtisi
filtreleri, biiyiik pihti veya yabanci cisimlerin aliciya nakledilmesini engellemek igin

kullanilan (Swank ve Seaman 2000), birinci jenerasyon filtreler olarak isimlendirilmistir
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(Roddie ve ark. 2000). Bu filtreler gozle goriilemeyen, kan hiicresi agregatlari, yag,
fibrin 1iplikcikleri ve hiicresel dokiintiisii gibi mikroembolileri kan {riinlerinden
uzaklastirmakta yetersiz kalmaktadir (Swank ve Seaman 2000). Ikinci jenerasyon
filtrelerin por genisligi, 40 um olup; mikroagregatlar1 tutabilmekte, ancak WBC’leri
logio diizeyinde azalttig1r i¢in LD’lu kan iiriinii elde etmekte yetersiz kalmaktadir.
Uciincii jenerasyon filtreler 6zellikle LD’1u iiriin elde edilmesine yonelik iiretilmis olup,
tinite basina WBC miktarin1 3Log diizeyinde azaltarak <5x10° sayisina indirmektedir.
Modern {igiincli jenerasyon filtreler bu diizeyden daha yiiksek deplesyon
saglayabilmektedir (Roddie ve ark. 2000). Yeni iiretilen bir filtre kullanimi ile, SLogio
diizeyinde deplesyon seviyesine ulasmanin miimkiin oldugu belirtilmektedir (Bontadini
ve ark. 1997). Dahili WBC filtreli kan torba sistemleri de bulunmakta ve TK filtreden
gecirilerek WBC miktar azaltildiktan sonra kan iiriinlerine ayristirtlmaktadir (Sekil 2-
4). Filtreler polyester veya poliiiretan tabakalarindan iiretilmekte ve 6lii aralik alanlar

diisiik tutulmaktadir. Polyester filtrelerin WBC’lerin,
(1) Mekanik olarak filtre materyaline yakalanmasi,
(i1) Filtre materyaline direkt olarak yapismasi ve
(iii)  Indirekt olarak PLT lere yapismasiyla,
yakaladig: belirtilmektedir (Steneker ve ark. 1992).

Politiretan filtrelerin (Imugard III-RC 4P) ise, oda 1sisindaki etkinligi filtre
materyalinin yapisina baglanmaktadir (van der Meer ve ark. 1999). WBC’lerin
poliuretan materyalin kiiciik porlar1 arasinda mekanik olarak sikigsmasiyla tutuldugu
belirtilmektedir (Terumo a). Sekil 2-5°de iki 2 farkli filtre ve sunulan calismada

kullanilan filtrenin i¢ yapist gosterilmektedir.
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a.

Sekil 2-5: Farkhh WBC filtreleri, a. Polyester, b. Poliiiretan, c. Poliiiretan filtrenin i¢
goriiniimii (a: Pall, b ve c: Terumo a; b)

Hiicresel kan iiriinlerinin (TK, kRBC, PZP) 10*-10' arasinda WBC icerdigi
belirtilmektedir (Lee ve ark. 1995). Kan {iriinlerine gore toplam WBC ve lenfosit
ortalama miktarlar1 Tablo 2-2’de gosterilmektedir (Bordin, Heddle ve ark. 1994).
4°C’ye sogutulan kopek kRBC iiriiniindeki WBC miktarinin dahili filtrasyon ile 4Log;
diizeyinde, %99,99 oraninda azaltildig: bildirilmektedir (Brownlee ve ark. 2000).

AABB ve FDA standartlarina gére, LD’lu iriinlerde, WBC miktarinin 5%10%nin
altinda olmas1 gerektigi belirtilmektedir (Dzik ve ark. 2000). Boylece, WBC’lerin,
antijenite yaratabilecegi belirli bir saymin altinda tutularak, kan nakli sonucu
alloimmiinizasyonu engellemek amaglanmaktadir (Brownlee ve ark. 2000). FDA kalite
kontrol standartlarina gore, LD’lu iiriinlerin %1’inde WBC sayimi1 yapilmasi (ayda 400
tinite LD’lu iiriin hazirlayan birimlerde 4 sayim) ve test edilen iiriinlerin hepsinde WBC
yiikiiniin 5x10%nimn altinda olmasi gerekmektedir (Dzik ve ark. 2000). Buna karsin,
Avrupa standartlari, deplesyondan sonra iinite basina geriye kalan WBC sayisinin
1x10°dan az olmasi (Avrupa Konseyi Yaymlar1 2004b p. 103) ve kalite kontrol

testlerinin iirlinlerin %10’nunda yetersizlik tespit edebilecek siklikta yapilmasini
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onermektedir (Dzik ve ark. 2000; Roddie ve ark. 2000). Giiniimiizde yapilan filtrasyon
islemleri 1x10° oraminda WBC deplesyonu saglamakta siireklilik gostererek, her iki

standard1 da karsilamaktadir (Dzik ve ark. 2000).

Tablo 2-2: Klinik kullanim amach lokodeplesyonsuz kan iiriinlerinde bulunan WBC ve
lenfosit hiiclerinin ortalama degerleri (Bordin, Heddle ve ark. 1994)

Kan iiriinii WBC(liinite Lenfosit/iinite
TK 10° 5x10°
kRBC 5x10° 10°
Taze plazma 5%10° 10°
TDP

Belirlenemiyor Belirlenemiyor
Cryo

Hiicresel kan {iiriinlerinde, LD icin 3 farkli yontem izlenmektedir. Bunlar (Dzik

ve ark. 2000),

(1) Kanin toplandigi birimde laboratuar kosullarinda saklamadan ©nce
filtrasyon,

(i1) Hastane laboratuarinda saklama sonrasi filtrasyon ve

(ii1) Hasta basinda filtrasyon yontemleridir.

Farkli LD yontemleriyle, geriye kalan WBC miktarlar1 ve deplesyon etkinligi
Tablo 2-3’de gosterilmektedir (Karger ve Kretschmer 2002).

Cogunlukla hasta basinda filtrasyon yapilmasina ragmen, laboratuar
kosullarinda yapilan LD’un, hasta basinda yapilana nazaran tercih edildigi
belirtilmektedir. Nitekim hasta bas1 deplesyonlarinda, RBC’lere yonelik filtre
performans1 daha diisik olmakta ve saklama esnasinda sitokin birikimi
engellenememektedir. Deplesyon oranini; filtrasyon islemi sirasinda kanin 1sisi,

filtreden gecen kanin akim hizi, plazma proteini miktari, filtreden gegen “WBC yiikii”
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olarak bilinen WBC miktar1 ve kanin toplanmasindan filtrasyona baslayana kadar gecen
siire gibi bir ¢ok biofizik faktor etkilemektedir (Dzik ve ark. 2000). Filtrasyon
yapilirken, 6zellikle kanin 1s1s1 deplesyon etkinliginde 6nem tagimaktadir (Dzik ve ark.

2000; Brownlee ve ark. 2000; van der Meer ve ark. 1999).

Tablo 2-3: LD sonrasi bir iinite kanda geriye kalan WBC miktar:1 ve deplesyon etkinligi
(Karger ve Kretschmer 2002)

Metod

Unite basina geriye kalan

WBC miktari

Deplesyon etkinligi (%)

Kontrol (non-LD)

1,8 x10°-4,5x%x 10°

Lokoplaketer hattin ¢ 0

5%x10°-1,2x%x 10 50-90
uzaklastirilmasi (BC-LD)
Hasta bag filtrasyon 5x10°-1x 10 99,8 — 99,99
Dabhili filtrasyon 5x10*-1x 10° 99,98 — 99,999

Van der Meer ve ark. (1999), BC azaltilmis kRBC iiriinlerinde, ortam 1sinin LD
tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, filtrasyon islemini iki degisik ortamda, oda
1s1s1 (20°-24°C) ve 4°C’de gergeklestirmislerdir. Bu calismada kullanilan 6 farkli
filtrede, iinite basina <5x10° oraninda LD diizeyine ulasildig: belirtilmektedir. 4°C’de
yapilan filtrasyonlarin, poliuretan materyalden olan filtre hari¢ (Imugard III RC-4P) oda
1sisinda yapilanlara oranla daha etkili oldugu saptanmistir. Ortam 1s1s1 yanisira, akim
hizinin da, filtrasyon performansini etkiliyebilecegi belirtilmektedir. Nitekim, 4°C’de
kan viskozitesinin daha yiiksek olmasinin, akim hizim1 azaltabilecegi, dolayisiyla filtre
materyalinde WBC yakalanma ihtimalinini artirabilecegi ileri siiriilmektedir (van der
Meer ve ark. 1999). Kopeklerde dahili filtre sistemi kullanilarak, ortam 1sisinin
filtrasyon iizerindeki etkinliginin arastirildigi bir caligmada, benzer sonuclar elde
edilmis ve diisiik ortam 1sisinda (4°C) filtrasyonun daha etkili oldugu saptanmistir
(Brownlee ve ark. 2000). LD’lu iiriinlerde, WBC miktarinin <1x10° olmasi gerektigini

belirten Avrupa standartlarinin, 4°C’de Leucoflex, PF4, Sepacell ve oda 1sisinda
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Imugard IIT RC-4P filtrelerinin karsiladig: belirtilmektedir (van der Meer ve ark. 1999).
LD’lu iiriinlerde filtrasyon sonrasi geriye kalan WBC’lerin sayilmasinda Nageotte lami1
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bordin, Heddle ve ark. 1994; Bontadini ve ark. 2002;
Bae ve ark. 2007).

2.2.2.3 Kriyopresipitat

Cryo iiriinii, TDP iirtiniiniinden hazirlanmaktadir. Cryo iiriiniinii elde etmek i¢in,
TDP ortalama 12-18 saat icinde 1-6°C (Battaglia 2001 p. 67) veya 4°C’de bekletilerek
bulanik kopiiklii bir goriintiiye ulasana kadar c¢oziinmeye birakilir (Schneider 1995;
Hohenhaus 2005 p. 466). Coziindiirme isleminin, +4°C’de genellikle 3-4 saat siirecegi
belirtilmektedir (Stokol ve Perry 1998). TDP i¢inde, birka¢ parca biiyiik buz kristali
birakilarak (Stokol ve Perry 1998), beyaz kopiiklii ¢okelti goriintiisii sekillendiginde
coziindiirme islemi sonlandirilir ve 5000xg’de 4°C’de 6-10 dakika santrifiij edilir
(Stokol ve Perry 1998; Battaglia 2001 p. 67). Ustte kalan plazma (cryosupernatant),
plazma ekstraktorii yardimiyla uydu torbaya aktarilir ve geride Battaglia’ya (2001 p. 67)
gore 25-50 ml, Stokol ve Perry’ye (1998) gore 30-40 ml plazma i¢inde, torbanin alt
ceperine yapismis kopiiklii Cryo c¢okeltisi kalmaktadir. Cryo {iriiniiniin, TTK’nin
toplandig: tarihten itbaren -20°C’de 1 yil (Battaglia 2001 p. 59; Hohenhaus 2005 p.
466), -18°C ile -20°C arasinda 3 ay, -25°C altinda 2 yil boyunca saklanabilecegi
belirtilmekte (Avrupa Konseyi Yayinlar1 2004a p.134) ve coziindiiriildiikten sonra ise
ilk 4 saat i¢inde uygulanmasi Onerilmektedir (Kristensen ve Feldman 1995a p. 352;

Battaglia 2001 p. 67).

2.2.2.4 Plateletten zengin plazma

PZP, TTK’1n santrifiij edilmesiyle elde edilmektedir (Schneider 1995). Normal
plazma hazirlanisindan daha diisiik devir (Hohenhaus 2005 p. 467) ve daha yiiksek 1s1
kullanilarak, TTK 1000xg hizinda 20-24°C’de 4 dakika santrifiij edilir (Abrams-Ogg ve
ark. 1993; Battaglia 2001 p. 67). Santrifiij sonunda iistte PLT agisindan zengin plazma
uydu torbaya aktarilir ve PLT lerin torbanin alt kismina ¢okmesi i¢in plazma torbasi,
2000xg hizinda 10 dakika yiiksek devirde santrifiij edilir. PLT ten fakir olan plazma
boliimii PLT peletinden uzaklastirilarak, 40-70 ml plazma icinde platelet konsantresi
(PC) iiriinii elde edilmektedir (Abrams-Ogg ve ark. 1993; Avrupa Konseyi Yayinlari
2004d p. 115). Raf omrii 3-5 giin arasinda degisen PZP ve PC iiriinleri (Schneider
1995):
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1) Oda 15151 20-24°C tutulmali,
(i1) Siirekli hafifce ajitasyon saglanmali,
(iii))  PLT’lere yonelik plastik torbasi olan sistemlerde saklanmalidir.

Kullanilan torbanin PLT ler i¢in gereken oksijeni saglayabilecek gecirgenlikte,
keza ajitasyonun da yeterli oksijeni saglayabilecek etkinlikte olmasi halinde PLT
siispansiyonlart 5 giine boyunca oda 1sisinda saklanabilmektedir (Avrupa Konseyi
Yayinlar1 2004d p. 117). Hastay1 tedavi etmeye yetecek miktarda PZP elde edilme
giicliigii, iirtiniin kullanim siiresinin kisa olmasi ve hazirlandiktan sonra kisa siirede
hastaya verilmesi zorunlulugu, ayrica birinci transfiizyon sonrasi alloimmiinizasyonun
sekillenmesi, dolayisiyla bir sonraki transfiizyonlar1 etkisiz hale getirmesi ve karsit
reaksiyon olasiliginin yiiksek olmasi, kullanimindaki engeller olarak bildirilmektedir.
PZP iriiniiniin dezavantajlarindan dolayr veteriner hekimlik alaninda nadiren
kullanmildig1 kaydedilmektedir (De Gopegui ve Feldman 1995; Battaglia 2001 p. 58;
Rozanski ve De Laforcade 2004).

2.2.3 Kan iiriinleri ve kullanim alanlari

2.2.3.1 Tam kan

TK icerisinde, RBC, PLT, WBC, pihtilasma faktorleri, plazma ve plazma
proteinleri bulunmaktadir (Battaglia 2001 p. 57). Toplanan kan eskidikce, labil
koagiilasyon faktorlerinden, faktor V (FV) ve VIII (FVIII) diizeyleri ve sogukta
saklandik¢ca PLT canliligi azalmaktadir (Lucas ve ark. 2004; AABB Technical Manuel
2005d pp. 178-179; AABB Technical Manuel 2005¢ p.485; Hohenhaus 2005 p. 467).

TTK, travma sonucu sekillenen akut kanamalarda, koagiilopati ile seyreden
siddetli kan kayiplarinda biitiin komponentlerin aktarilmasi i¢in ve bazi yaygin
intravaskiiler koagiilopati (DIC) vakalarinda kullanilmaktadir (Battaglia 2001 p. 57).
Sidettli ve akut kanamal1 bir kdpegin yasami, doku reoksijenizasyonu ve kan hacminin
yerine konulmasina baglidir (Lanevschi ve Wardrop 2001). TTK, toplandiktan hemen
sonra uygulandiginda, reoksijenizasyon, kan hacminin yerine konulmasi ve kanamanin
durdurulmas: icin etkili olmaktadir. Ancak, kan torbasindaki antikoagiilan sivinin
sulandiric1 etkisinden dolayr bir iinite TTK’da Hct diizeyinin, verici kopegin Hct
degerinden daha diisiik oldugu unutulmamalidir (Kristensen ve Feldman 1995b). TTK

kullantminin zorunlu olmadigi ve kan iiriinlerinin elde edilebildigi durumlarda, kan



39

triilnlerinin TTK’ya oranla daha fazla tercih edildigi belirtilmektedir (Bistner ve ark

2000 p. 578).

2.2.3.2 kRBC siispansiyonu

kRBC iiriiniiniin, torba sisteminde bulunan 100 ml besleyici ve koruyucu sivi ile
sulandirilmasi, Hct degerini %70-80’den (Stone ve ark. 1992; Battaglia 2001 p. 66;
Hohenhaus 2003; 2005 p. 466; AABB Technical Manuel 2005d p. 176) %55-60’a
diisiirmesine karsin, RBC'ler icin daha uygun saklama kosulu ve nakil i¢in gerekli olan
akiskanligi saglamaktadir (Battaglia 2001 p. 67; Hohenhaus 2003; 2005 p. 466; AABB
Technical Manuel 2005d p. 176). kRBC siispansiyonu sulandirilmamis ise, nakilden
once sadece %0,9'luk serum izotonik ile sulandirilabilecegi belirtilmektedir (Feldman
ve Kristensen 1995; Hohenhaus 2003; Lucas ve ark. 2004; Hohenhaus 2005 p. 466).
Nitekim, %5’lik dekstroz serumunun RBC hasarma (Battaglia 2001 p. 67), laktath
ringer soliisyonun icerdigi kalsiyumun sitratli antikoagiilani notralize ederek PLT
aktivasyonu ile pihtilagmay1 aktiflestirecegi (Battaglia 2001 p. 67; Prittie 2003),
dekstrozlu soliisyonlarin ise, aktarilan kanlarda hemolize neden olabilecegi

belirtilmektedir (Prittie 2003).

Oncelikle, kullanilan RBC fiiriiniiniin, alici plazmasiyla uyumlu olmasi
gerekmektedir (AABB Technical Manuel 2005f p. 411). Normovolemik hastalarda, kan
nakli ile gelisecek hipervoleminin 6niine ge¢mek i¢in kRBC kullanimi 6nerilmektedir
(Rozanski ve De Laforcade 2004). Nitekim, diisiik onkotik bansingli kRBC iiriiniiniin
(Rozanski ve De Laforcade 2004; Chiaramonte 2004), normovolemik anemik
kopeklerde, doku reoksijenizasyonunu saglamak icin en uygun kan iiriinii oldugu
belirtilmektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001). Ayrica, normovolemik anemik
kopeklerde, hipervolemiye yol a¢gmamak icin kan iirinlerinin c¢ok diisiik hizlarda

yapilmasi da ileri siiriilmektedir (Rozanski ve De Laforcade 2004).

Bir yil i¢inde farkli hayvan hastanelerinde yapilan kRBC nakil nedenleri ve
nakil kararinin, hangi kriterlere gore verildigi incelenmis ve belirlenen bu kriterler
dogrultusunda, kopeklerde kRBC transfiizyon skalasi olusturulmaya c¢alisilmistir. Bu
kapsaminda 131 kopek incelenmis, fiziksel muayenelerinde, yorgunluk, yiiksek
solunum hizi, tasikardi saptanmis ve bir cogunda Hct diizeyinin %25’in altinda oldugu
tespit edilmistir. Calismada, kan kaybi1 (%70), hemoliz (%22) ve kemik iligi
yetersizlikleri (%8) vakalarinda, kopeklere kan nakli yapildig: belirtilmektedir. Kanama
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nedenleri, farkli birincil hastaliklardan kaynaklanmakta olup; hematolojik (otoimmun
hemolitik anemi ve immun kaynakli trombositopeni), gastrointestinal (gastrik ve
duedenal iilserasyonlar), kalp hastaliklar1 ve cerrahi miidahaleler (patent duktus
arteriosis ve pulmoner stenoz), travma, siddetli dis hastaliklar1 ve toksik madde
zehirlenmeleri (antikoagiilan etkili rodentisitler ve ¢inko zehirlenmeleri) tedavilerinde
kan nakli yapildig belirtilmektedir (Kerl ve Hohenhaus 1993). Kopeklerde anemiye
neden olan kanserlerde de kRBC iiriinii kullanildigi belirtilmektedir (Rudloff 1995;
Hohenhaus 2003). Acil reoksijenizasyonu saglamak, cerrahi operasyon oOncesinde
aneminin diizeltilmesi, kan kaybi, kronik hastaliklar, hemoliz ve kemik iligi
yetersizliginden kaynaklanan anemiler i¢in, kRBC nakli, diger yazarlar tarafindan da

desteklenmektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001; Bistner ve ark 2000 p. 573).

2.2.3.3 Lokositi azaltilmis KRBC siispansiyonu

WBC’lerin, bazi transfiizyon reaksiyonlarina neden olabilecegi ileri
stiriildiigiinden beri, kan iirlinlerinden filtrasyon yoluyla uzaklastirilmalar1 giindeme
gelmis (Hohenhaus 2005 p. 466) ve son 10 yil icerisinde, Avrupa, Kuzey Amerika
(Vamvakas 2007), Avustralya ve Asya’da hiicresel komponentlerden WBC miktarinin
azaltilmasi, yerlesmis bir teknoloji haline doniismiistir (Dzik ve ark. 2000).
Amerika’da, WBC miktar1 azaltilmis kan kullaniminin, son birkag¢ yil i¢inde %20’den
%70°e ciktig1 belirtilmektedir (Ariga ve ark. 2003). 1998 yilindan itibaren, Fransa
(Fergusson ve ark. 2002), Ingiltere, Kanada, Portekiz (Vamvakas ve Blajchman 2001b;
Fergusson ve ark. 2002) ve Irlanda ‘da (Vamvakas ve Blajchman 2001b) tiim kan
komponentlerinde LD yapilmast zorunlun kilinmistir. Avrupa iilkelerinde LD ile,
bulasici siingerimsi ensefalopati variyant Creutzfeldt-Jakob hastaliginin, kan nakliyle
bulagma riskini 6nlemek amaclanmaktadir. Amerika’da ise, bu hastaliklarin diisiik risk
tasidiklari; ancak, LD’un, daha c¢ok allojenik kan naklinin (AKN) immiinmodiilatif
etkilerini engellemek amaciyla yapildig: belirtilmektedir (Roddie ve ark. 2000). Atesli
non-hemolitik reaksiyonlarin, LD ile engellendigi kesinlestirilmistir (Dzik ve ark. 2000;
King ve ark. 2004). WBC miktar1 azaltilmis kRBC kullanimi ile, non-hemolitik ates,
immunosupresyon ve transfiizyon ile bulasabilecek enfeksiyon risklerinin azalabilecegi,
olusabilecek en Onemli transfiizyon reaksiyonunun ise akut hemolitik transfiizyon
reaksiyonu oldugu belirtilmektedir (Hohenhaus 2005 p. 466). Saklama Oncesi filtrasyon

ile WBC miktar1 azaltilmis kan iiriinlerinde her hangi bir transfiizyon riskinin
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bulunmadigr belirtilmektedir (Vamvakas ve Blajchman 2001b). Buna karsin, AKN’nin,
kanser metastazt veya agresiflesmesi, postoperatif enfeksiyon riski ve belirli
hastaliklarda mortalitenin artmasina yonelik etkileri bir ¢ok arastirmaya konu olmakta
ve LD’ nun olumlu veya olumsuz etkileri hala tartisilmaktadir (Vamvakas ve Blajchman
2001b; Dzik ve ark. 2000; Karger ve Kretschmer 2002; Rouger 2004; Vamvakas ve
Blajchman 2007).

2.2.3.4 Plazma iiriinleri

Oncelikle, kullanilan TDP iiriiniiniin, alici RBC’leri ile uyumlu olmasi
gerekmektedir (AABB Technical Manuel 2005f p. 411). TDP iiriinii, su ve elektrolitler
yani sira tiim koagiilasyon faktorlerini (stabil ve labil) (Kristensen ve Feldman 1995b),
albiimin ve immunoglobiilinleri, normal plazma diizeylerinde icermektedir (Battaglia
2001 p. 59; Avrupa Konseyleri Yayinlar1 2004c p. 127). Pihtilagma faktorleri agisindan
cok zengin bir iirlin oldugundan kanama ve koagiilopati ile seyreden bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilabilen bir iiriin olup (Battaglia 2001 p. 59; Hohenhaus 2003; 2005 p.
466), FII, V, X ve XI yetmezliginde kullanilmaktadir (AABB Technical Manuel 2005¢
p. 498). Taze plazmanin dondurulmasiyla, FV ve VIII miktarlarininin korundugu
belirtilmektedir (Kristensen ve Feldman 1995b). Kopek TDP iinitelerinde, farkli
depolama siire ve 1silarinda koagiilasyon faktorleri [FVIII, IX, X ve von Willebrand
faktorii (vWT)] diizeylerinde saklama Oncesi ve sonrasi diizeyleri arasinda belirgin

degisiklikler saptanamamistir (Wardrop ve Brooks 2001).

DP iiriiniiniin, K vitaminine dayali stabil pihtilagma faktorleri (FII, VII, IX ve X)
(Kristensen ve Feldman 1995b) ve albiimin kaynag: olarak kullanildig: belirtilmektedir
(Battaglia 2001 p. 59; Hohenhaus 2005 p. 466). Ayrica passif transfer yetmezligi olan
yavru kedi ve kopeklerde DP kullanimi 6nerilmektedir (Hohenhaus 2005 p. 466).

TDP, koagiilasyon faktorleri acisindan faydali bir iiriin olmakla birlikte, Cryo
irtinliniin bu faktorler yoniinden daha yogun oldugu belirtilmektedir (BSAVA 2000).
Cryo iirtinii, vWf, FVIII ve XIII, fibrinogen ve fibronektin acisindan zengin olup
(Kristensen ve Feldman 1995b; Lanevschi ve Wardrop 2001; Hohenhaus 2005 p. 466;
AABB Technical Manuel 2005e¢ p. 572); birden fazla koagiilasyon proteinin az
miktarda plazma icerisinde verilmesi avantajini da sunmaktadir (De Gopegui ve
Feldman 1995; Lanevschi ve Wardrop 2001). Faktor VIII ve vWf eksikligi, sirasiyla
hemofili A (Yilmaz 2000 p. 133) ve von Willebrand kalitsal hastaliklarina neden
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olmakta (Brooks ve Catalfamo 2005 p. 1224) ve tedavileri i¢in, TK veya TDP
kullanilabilecegi gibi, 6zellikle, FVIII ve vWT acisindan daha konsantre (Stone ve ark.
1992) olmasiyla Cryo iiriinii kullanimi 6nerilmektedir (Stokol ve Parry 1995; 1998;
Battaglia 2001 p. 59). von Willebrand hastaliginda 1 iinite/10 kg dozunda Cryo
kullanilabilecegi belirtilemektedir (De Gopegui ve Feldman 1995; Hohenhaus 2005 p.
466).

Logan ve ark. (2001), veteriner hekimliginde, TDP {iriinii i¢in kullanim
standartlar1 eksikliginin oldugunu bildirmektedirler. Yaptiklar1 geriye doniik calismada,
TDP iiriliniine yonelik kullanim standardinin olusturulmasi amaglanmis ve iiniversite
hastanesi biinyesinde, kopeklerde TDP iiriiniiniin, koagiilasyon faktorleri, albiimin,
alpha-macroglobulin veya immunoglobin saglamasi i¢in aktarildigi saptanmistir. Bu
amagla, Ekim—Aralik 1999 tarihleri arasinda, hastaneye getirilen 74 kopegin dosyasi
incelenmis ve 144 adet TDP uygulamasmin yapildigi saptanmistir. TDP’nin,
gastrointestinal kanamalar, hepatopatiler ve yiiksek karaciger enzimi aktivasyonu,
rodentisit toksikasyonu, akciger tromboembolizmi ve kanamalari, sepsis, hemotoraks,
abdominal neoplazi, bakteriyel peritonitis ve pnomoniler veya peritonitis nedeniyle
sekillenen bakteriyel septisemiler, diare, inat¢1 kusma ve pankreatitisler, parvoviral
enterit gibi, farkli hastaliklarda kullamldigr saptanmustir. Bir diger {iiniversite
hastanesinde ise, kan iirlinlerinin kullanim alanlarin1 belirmek amaciyla, 1986-1989
yillarina ait kayitlarin incelenmesiyle yapilan calismada; labil koagiilasyon faktorlerini
gerektiren koagiilopatilerde, TDP; hipoproteinemi vakalarinda ise DP veya TDP
iirtinlerinin kullanildig1 saptanmstir. Ozellikle DIC tedavileri icin, TDP kullaniminin
1987 yilindan itibaren artis gosterdigi belirtilmektedir (Stone ve ark. 1992).
Hemangiosarcoma ve lenfoma sonucu gelisen DIC, hemofili ile von Willebrand
hastaliklar1 ve redentisit toksikasyonu sonucu gelisen bir¢ok koagiilopatiler i¢in TDP
nakli 6nerilmektedir (Hohenhaus 2003). Asir1 protein kaybina neden olan hastaliklarda
veya yetersiz protein alimi1 durumlarinda, plazmanin, protein kaynagi olarak uzun siireli
kullanilmasinin sakincali olabilecegi belirtilmekte ve onerilmemektedir (Stone ve ark.

1992; Hohenhaus 2003).
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2.3 Kan nakilleri

2.3.1 Donor se¢imi

Ideal verici olarak secilen kopeklerin viicut agirliklarmin, en az 25 kg (BSAVA
2000; Battaglia 2001 p. 62), 30 kg (Stone ve ark. 1992) veya iistii (Lanevschi ve
Wardrop 2001) olmasi tercih edilmektedir. Kopegin donor olabilmesi i¢in, DEA 1.1
negatif, uysal mizacli, saghkl (Battaglia 2001 p. 62; Lanevschi ve Wardrop 2001), Hct
degerinin %40 (Stone ve ark. 1992; Lanevschi ve Wardrop 2001), hemoglobin
miktarinin 13,5 g/dl (Battaglia 2001 p. 62) olmas1 gerekmektedir. Ayrica, daha dnce bir
kan nakli ve disilerin gebelik gecirmemis olmalar1 istenmektedir (Schneider 1995).
Donoér kopeklerin diizenli saglik kontroliinden gegirilmesi ve kan vermeden once,
klinikopatolojik tarama (Feldman ve Kristensen 1995; Prittie 2003) (hemogram, serum
biyokimyasal parametreler, idrar ve diski muayenesi) yapilmasi Onerilmektedir
(Wardrop ve ark. 2005). Donér kopegin as1 programinda eksiklik olmamasi (Schneider
1995; Battaglia 2001 p. 62; Prittie 2003), yabanci kopeklerle baglantiya gectigi
takdirde, i¢c parazit etkenlerine karst 6 ayda bir diski muayenesi yapilmasi

Onerilmektedir (Schneider 1995).

Bir kopegin donor olarak kabul edilebilmesi, referans laboratuarlarinda, biitiin
DEA antijenleri agisindan test edilmesine baghdir (Lucas ve ark. 2004). Greyhound 1rki
kopekler, uyumlu mizaclar1 ve biiylik bir ¢ogunlugunun DEA 1.1 ve 7 kan grubu
antijenlerini tasimamalarindan dolayr “ideal donor” olarak kabul edilmektedir (Bistner
ve ark 2000 p. 579). Dondr kopeklerde boyun derisinin siki olmasi, Vena Jugularis’e
ulagsma acisindan kolaylik saglayan bir unsurdur (Schneider 1995). Verici kopeklerden,
en fazla 3 hafta araliklarla, 15-20 ml/kg miktarinda kan alinabilmekle birlikte, bu
siklikta kan veren donorlere demir takviyesi yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir
(Lanevschi ve Wardrop 2001). Kopekler normal sartlarda yilda toplam 3-4 kez kan
verebilmektedirler (Battaglia 2001 p. 62). Donér kopekten, masa iizerinde latero-lateral
pozisyonda yatirilarak veya masa iizerinde oturtularak kan alinabilecegi belirtilmektedir

(Schneider 1995).

Birgok veteriner kliniginde, kan nakillerinden ©6nce donorlerin kan yoluyla
bulasan hastaliklar yoniinden test edilmedigi gosterilmistir (Howard ve ark. 1992).
Oysa, transfiizyon risklerinden biri de, kan yoluyla bulagan hastaliklarin aktarilmasidir.

Verici kopeklerde hastalik taramalarinin yapilmasi, bu riski azaltabilmektedir.
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Taramalara, kan nakli yoluyla bulasan etkenler gozoniinde tutularak, hastaliklarin
cografi dagilimina (Kristensen ve Feldman 1995a p. 355; Battaglia 2001 p. 62; Prittie
2003) ve wrk predispozisyonlarina gore yon verilmektedir (Wardrop ve ark. 2005).
Kopeklerin bulunduklar1 cografi bolgeye gore, kalp kurdu (Dirofilaria) enfeksiyonuna
ve ektoparazitlere kars1 profilaktik tedavileri yapilmalidir (Battaglia 2001 p. 62; Reine,
2004). Donér kopeklerin, Dirofilaria immitis, Babesia canis, Ehrlichia canis (Battaglia
2001 p. 62), Rickettsia rickettsii, Trypanozomi cruzi, Brucella canis ve Borrelia
burgdorferi hastalik etkenleri agisindan sero-negatif olmalidir (Bistner ve ark 2000 p.
579). Nitekim, test edilen hastalik acisindan sero-pozitif kopeklerin, hala enfekte
olabilecekleri diisiincesiyle, dondr havuzundan cikartilmalar1 onerilmektedir (Wardrop
ve ark. 2005). Verici olmaya aday bir kdpegin, yakin zamanda yaptig1 yolculuklar, daha
once gecirdigi hastaliklar ve biitiin anamnez bilgileri alinmalidir (Reine 2004; Wardrop
ve ark. 2005). Dondr adayi, ayrintili fiziksel muayenede, kene ve pire gibi ektoparazitler
acisindan kontrol edilmeli ve parazitlerin varliginda verici olarak kabul edilmemelidir

(Wardrop ve ark. 2005).

2.3.2 Dozaj ve nakil hizi

Nakil, alict hastanin durumuna ve nakledilen iirline gore degisik hizlarda
yapilabilmektedir (Hohenhaus 2003). Hipovolemik alict kopeklerde, nakiller
normovolemik kronik anemisi olanlara nazaran daha hizli yapilabilimektedir. Nitekim
hipovolemik hastalarda, hipervolemi olusumu daha az bir risk tagimaktadir. Kan
nakline, ilk 10-15 dakika boyunca 1ml/kg infiizyon hizi ile baslanarak, akut transfiizyon
reaksiyonlarinin  olusumu izlenmelidir. Ilerleyen dakikalarda ise, nakil hiz1
arttirilabilmektedir. Normal hastalara yapilan kan nakillerinde, 22ml/kg/saat;
kardivaskiiler hastaliklar1 olan hastalarda ise, 4ml/kg/saat’ten daha yiiksek hizlara
cikilmamasi Onerilmektedir (Battaglia 2001 p. 69). Ancak, secilen hiz ne olursa olsun,
potansiyel bakteri iiremesi tehlikesine karsin, kan naklinin 4 saat igerisinde
sonlandirilmas1 gerekmektedir (Battaglia 2001 p. 69; Hohenhaus 2003). Biitiin kan
nakillerinin, kanin toplanmasi ve depolanmasi sirasinda olugabilecek piht1 veya hiicresel
dokiintiiniin aktarilmasim1 engellemek amaciyla, ticari olarak elde edilebilen, 170-270
pm filtresi olan kan nakli setleri ile uygulanmasi onerilmektedir (Battaglia 2001 p. 70;

Prittie 2003; Hohenhaus 2003; Chiaramonte 2004).
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2.3.2.1 RBC iceren iiriinler

Kan nakli ile hastanin Hct degerini normal simirlara getirmekten ziyade,
semptomlarin diizeltilmesi amaglanmaktadir. Genellikle Hct degerinde, ortalama
%10’1uk bir artis hedeflenmektedir (Bistner ve ark. 2000 p. 573). kRBC kullaniminda,
10ml/kg dozunda uygulanan kan naklinin, Hct degerini ~%10 (Bistner ve ark. 2000 p.
573; Prittie 2003) veya Iml/kg dozunda uygulananin ~%1 (Rozanski ve De Laforcade
2004) oraninda yiikselttigi belirtilmektedir. Normovolemik anemik hastalarda, kan
naklinin ilk yarnm saatinde 0,25ml/kg dozunda uygulanmasi, karsit reaksiyonlarin
sekillenmedigi takdirde nakil hizinin arttirilabilecegi bildirilmektedir (Hohenhaus
2003). TTK ve STK iiriinlerinin 10-20ml/kg, koruyucu soliisyon i¢ceren kRBC ve LD’lu
kRBC iirtinlerinin 10-15ml/kg dozunda uygulanmasi (Hohenhaus 2005 p. 466),
hemorajik sokta olan kopeklere ise miimkiin oldugunca hizli kan nakli yapilmasi
onerilmektedir (Hohenhaus 2003). Hastanin Hct degerine gore aktarilacak kan miktari

asagidaki formiile gore hesaplanabilmektedir (2-1) (Bistner ve ark 2000 p. 579).

Aktarilacak kan miktar1 = Viicut agirligr (kg) x 90 x (istenilen Hct — alicinin Hct

degeri) / aktarilan kanin Hct degeri. (2-1).

2.3.2.2 Plazma iiriinleri

Logan ve ark. (2001), koagiilasyon faktorlerini saglamak amaciyla TDP
irtinlinii, 5-15 ml/kg dozunda 8-12 saat ara ile uygulamis ve nakil sonrasinda kanama
ve koagiilasyon siirelerinin kontrol edilmesi gerektigini belirtmislerdir (Logan ve ark.
2001). Hohenhaus (2003; 2005 p. 466), tedavi edilen hastaliga ve alicinin cevabina
gore, TDP fdiriiniiniin 6-10 ml/kg dozunda giinde 3 defaya kadar verilmesini
onermektedir. Veteriner hekimlikte, TDP iiriinii, albiimin kaynag1 olarak onerilmemekle
birlikte, 45ml/kg dozunda uygulanmasi ile albiimin konsantrasyonunda 1g/dl diizeyinde

artis elde edilecegi belirtilmektedir (Hohenhaus 2005 p. 466).

2.3.3 Kan nakli riskleri
Transfiizyon reaksiyonlar1 Tablo 2-4’de (Harrell ve Kristensen 1995; Bistner ve
ark. 2000 pp. 576-577; Jutkowitz 2004), kopeklerde gozlenen transfiizyon

reaksiyonlarinin klinik semptomlari ise Tablo 2-5'de (Hohenhaus 2003) sunulmaktadir.
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Tablo 2-4: Transfiizyon reaksiyonlar1 (Harrell ve Kristensen 1995; Bistner ve ark. 2000
pp- 576-577; Jutkowitz 2004)

Immiinolojik

Non-immiinolojik

Hemolitik reaksiyonlar
Akut hipersensitivite
Immunosupresyon

Atesli non-hemolitik transfiizyon

Mekanik hemoliz

Dolasim hacmi artis1

Bakteriyel kontaminasyon

Kanin dilusyonuna bagh koagiilopati

reaksiyonlari
Z
< Hipocalsemi / Hipomagnezemi
Asidoz
Hipotermi
Hava embolisi
Pulmoner mikroemboli
Nakil sonrasi purpura Hastalik nakli
g -
3 Akut akciger hasari
D
&)

Hemolitik reaksiyonlar
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Tablo 2-5: Kopeklerde transfiizyon reaksiyonlarmmin klinik semptomlar1 (Hohenhaus
2003)

1. Ates 7. Hemoglobinemi

2. Urticaria 8. Salivasyon

3. Yiizde 6dem 9. Dispnea

4. Kusma 10. Tasipnea

5. Defekasyon / shal 11. Petesi olusumu

6. Pigmenturi 12. HCT degerinde diisiis veya artig goriilmemesi

Kan nakline baslarken, nakil sirasinda ve bittikten sonra viicut 1sis1, kalp atim
hiz1 ve kalitesi, solunum hizi1 ve karakteri, mukdz membran rengi, kapiller dolum
zamani, Hct, plazma ve idrar rengi ile hastanin genel durumunun kaydedilmesi gerektigi
belirtilmektedir (Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 p. 69; Chiaramonte 2004). Bu
parametrelerin, nakilin ilk saatinde her 15 dakikada bir ve naklin birinci saatinden
bitimine kadar saatte bir kontrol edilmesi onerilmektedir (Chiaramonte 2004). Bununla
birlikte, nakli takip eden 1., 12. ve 24. saatlerde (Chiaramonte 2004) hatta birkac hafta
(Battaglia 2001 p. 69) boyunca hem olasi gecikmis transfiizyon reaksiyonlarinin
varligin tespit etmek, hem de kan nakliyle arzu edilen etkiye ulasilip ulasilmadigini
saptamak amaciyla hastanin kontrol altinda tutulmasinin Onemi vurgulanmaktadir
(Chiaramonte 2004). Kan naklinin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in, alicimin Hct
diizeyine bakilabilecegi veya koagiilasyon profilinin incelenebilecegi belirtilmektedir

(Chiaramonte 2004).

Kars1 reaksiyonlarin ciddiyeti genis bir alana yayilmakta, orta diizeyden (ates)
siddetli diizeylere (6ltim) kadar farklilik gostermektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001).
Transfiiyon reaksiyonlarinin aktarilan RBC veya plazmanin miktar1 ile baglantili oldugu
vurgulanmakta, herhangi bir reaksiyon sekillendigi anda naklin derhal kesilmesi
onerilmektedir (Bistner ve ark. 2000 p. 582; Hohenhaus 2003; Chiaramonte 2004).

Kopeklerde dort yil icerisinde yapilan toplam 680 kan nakli sonuglarinin incelendigi bir
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calismada, sadece 20 kopekte (%?2,9) transfiizyon reaksiyonu sekillendigi, ciddi ve
Olimciil reaksiyonlarin ender oldugu, genelde orta diizeyde olup kendiliginden
kaybolan gecici ates, kusma, ylizde sisme gibi semptomlarin gézlendigi belirtilmektedir
(Kristensen ve Feldman 1995a p. 355). Bagka bir calismada ise, 131 kopekten 17°sinde
(%13) transfiizyon reaksiyonu gozlenmis, reaksiyonlarin 10 tanesi ilk 24 saat icinde,
geriye kalan 7 tanesi ise transfiizyonu takip eden birkag¢ giin icerisinde sekillenmis ve

sirastyla, akut ve gecikmis olarak degerlendirilmistir (Kerl ve Hohenhaus 1993).

Nakil reaksiyonlari, olusum hizina gore akut ve gecikmis, olusum kaynagina
gdre immun ve non-immun olarak siniflandirilmaktadir (Battaglia 2001 p. 69; Bansal ve
Marwaha 2001). Immun kaynakli transfiizyon reaksiyonlari, akut ve gecikmis hemolitik
reaksiyonlar1 icermektedir. Akut hemolitik reaksiyonlar, nadiren goriilen ancak nakil
sonucu olusabilen en tehlikeli reaksiyonlardir. Bunlar immiinolojik reaksiyonlar olup;
onceden uyarilmis DEA 1.1 negatif kopeklere, tekrar DEA 1.1 pozitif kan nakli
yapilmasi ile olugsmaktadir (Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 p. 69; Chiaramonte
2004). Hemolitik transfiizyon reaksiyonlarinin, antikorlarla kapli RBC’lerin klirensinin
yarattacagl zarar sonucunda, bobrek yetmezligine neden olabilecegi belirtilmektedir
(Battaglia 2001 p. 69). Kopeklerde ilk nakilde, akut hemolitik reaksiyon olusumuna
iliskin risk orani, dogal antikorlarin diisiik prevalansi nedeniyle diisiiktiir. Ancak, ikinci
kez DEA 1.1 pozitif kan nakli yapilan alicilar yiiksek risk grubunu olusturmaktadirlar.
DEA 7 negatif kopeklerde ise, anti-DEA 7 dogal antikorlar1 bulunabilecegi, ancak akut
hemolitik reaksiyonlara neden olmayacaklar1 belirtilmektedir (Lanevschi ve Wardrop

2001).

Gecikmis hemolitik reaksiyonlarin, daha sik sekillenebilecegi belirtilmektedir.
Nitekim kan naklini takip eden 21 giin sonra, alic1 kopekte olusan antikorlarin hemolize
neden olabildigi bildirilmektedir (Battaglia 2001 p. 69). Hct degerinde artistan sonra ani
bir diislis, ayrica bilirubinemi ve bulirubinuri ile seyreden semptomlar
gozlemlenmektedir. Bu semptomlarin, ¢ogu zaman fark edilmedigi, dolayisiyla,
transfiizyon hastalarinin uzun vadede kontrol edilmesi onerilmektedir. Kan nakli ile
alicilara bulagan hastaliklar da, gecikmis bir reaksiyon olarak kategorize edilmektedir

(Bistner ve ark. 2000 p. 576; Prittie 2003).

Neonatal izoeritrolizis, kan nakilleri sonucu olusan immun kokenli transfiizyon

reaksiyonlarindan olup (Prittie 2003), DEA 1.1 ve 1.2 negatif disi kopeklerin, DEA 1.1
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veya 1.2 pozitif olan yeni dogan yavrularinda goriilebilen akut hemolitik bir hastaliktir.
DEA 1.1 ve 1.2 negatif disi ile DEA 1.1 veya 1.2 pozitif erkek kopeklerin yavrulari
DEA 1.1 veya 1.2 pozitif kan grubuna sahip olacaklardir. Disi kopegin eskiden yapilmig
uyumsuz kan nakli (Giger ve ark. 2005) sonucu gelisen anti-DEA 1.1 ve 1.2
antikorlarinin, kolustrum ile yavrulara gegerek ilk 24 saat icerisinde neonatal izoeritroliz

hastaligina neden olacagi belirtilmektedir (Harrell ve Kristensen 1995).

Donér WBC, PLT veya plazma proteinlerine karsi alict kopegin dolagiminda
olusan antilokosit antikorlarinin reaksiyonu sonucunda, non-hemolitik reaksiyonlar
olusmaktadir (Battaglia 2001 p. 69; Lanevschi ve Wardrop 2001; Hohenhaus 2005 p.
466). Hayvanlarda kan nakillerinin ortalama %3-5’inde ve nakli takip takip eden ilk saat
icerisinde, non-hemoliktik reaksiyonlarin olusabildigi gozlemlenmistir (Brownlee ve
ark. 2000; Lanevschi ve Wardrop 2001). Bu reaksiyonlarin, alic1 kopegin kan
dolasgiminda bulunan anti-16kosit antikorlariyla ilgili olabilecegi (Lanevschi ve Wardrop
2001), gecici olup iirtikaria, pruritus, pireksia ve norolojik semptomlar ile seyrettigi
ancak hayati tehlike tasimadig belirtilmektedir (Battaglia 2001 p. 69). insanlarda, RBC,
PLT veya plazma nakli sirasinda veya nakil bitiminden bir kac¢ dakika-saat sonra non-
hemolitik atesli transfiizyon reaksiyonlari (NHFTR) sekillenebilmektedir. Insanlarda
RBC naklinde, NHFTR goriilme siklig1 %0,5 oraninda olup, ates (>1°C artis), titreme,
bazen bulanti, kusma, dispnea ve hipotansiyon ile karakterize edilmektedir (Perrotta ve
Snyder 2001). Bir ¢ok arastirmaci tarafindan, iyi huylu ve hayati tehlike teskil etmeyen
bir karsit reaksiyon olarak kabul edilse bile, transfiizyonu takip eden 4-6 saat igerisinde
semptomlarda gerileme olmadig: takdirde, atese neden olabilecek sepsis veya hemoliz
gibi daha ciddi transfiizyon reaksiyonlar iizerinde durulmas: gerektigi belirtilmektedir
(Brownlee ve ark. 2000; Perrotta ve Snyder 2001; King ve ark. 2004). Deplesyonlu
kRBC iirtinii  kullanimi  ile, non-hemolitik reaksiyonlarin azaltilabilecegi

vurgulanmaktadir (Prittie 2003).

Akut hemolitik reaksiyonlardan bagimsiz olarak, hayvan kan nakillerinde
anafilaktik sok tespit edilmedigi belirtilmektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001).
Insanlarda kan nakilleri sonucunda bulanti meydana geldigi belirtilmekte, bu olas
komplikasyonu engellemek amaciyla, kopeklerin de nakil Oncesi a¢ olmalari

onerilmektedir (Battaglia 2001 p. 70).
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Biitiin plazma iiriinlerinin alicilarda dolasim hacminin asir1 artisina ve allerjik
reaksiyonlara neden olabilecegi belirtilmektedir. PLT nakillerinin, allerjik reaksiyonlara
veya atese, tekrarlanan PLT nakillerinin ise alloimmiinizasyon ve PLT duyarsizligina
neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (Hohenhaus 2005 p. 467). Antikoagiilan sivi
plazma kisminda kaldigindan (Hohenhaus 2005 p. 466), bir iiniteden daha az miktarda
kan toplanmas1 amaglandiginda, birincil torbadaki antikoagiilan miktar: fazla gelecek ve
hazirlanan plazma iiriiniine aktarilacaktir (Schneider 1995). Plazmada gereginden fazla
sitrat bulunmasinin, alic1i hayvanda sitrat toksikasyonuna neden olacagi

vurgulanmaktadir (Battaglia 2001 p. 70; Lucas ve ark. 2004).

Kopek kan nakillerinde, en sik rastlanilan karsit reaksiyonlarin dolasim
hipervolemisi oldugu belirtilmektedir. Ozellikle normovolemik ve kardiyovaskiiler
yetmezligi olan alicilarda, TK veya fazla miktarda kan iirinii nakli hipervolemi
olusumuna neden olmaktadir. Siddetli hipervolemilerin ise akciger ©6demi ile

sonuclanabilecegi belirtikmektedir (Harrel ve Kristensen 1995).

2.4 Kan naklinin bagisiklik sistemi iizerine etkileri

2.4.1 Antijen tamma

Bagisiklik sisteminde, T ve B lenfositler, hiicre yiizeylerinde bulanan reseptorler
ile antijenleri spesifik olarak taniyabilen tek hiicrelerdir (Coe Clough ve Roth 1998 p.
15; Guyton 2000 pp. 404-405). Tek bir T veya B lenfosit hiicre yiizeyinde bulanan
antijen reseptorleri birbirinin aynis1 olup, tek bir antijeni veya birbirine ¢cok benzeyen

antijenleri tantyabilmektedir (Coe Clough ve Roth 1998 p. 15).

Dolasim kaninda lenfositlerin %65-75’ini T lenfositler olusturmaktadir (Lanier
1991 p. 64). Bir tek T lenfosit {iizerinde yiizbin spesifik antijen reseptorii
bulunabilmektedir (Guyton 2000 p. 408). Lenfositler, hiicre ylizeyinde bulunan antijen
reseptorleri ve farklilagsma kiimesi (CD) molekiilleri ile birbirinden ayirt edilmektedir
(Lanier 1991 p. 61). Her lenfosit yiizeyindeki antijen reseptorleri identik ve spesifiktir.
T hiicre reseptorii (TCR) olarak isimlendirilen T lenfositlerin antijen reseptorleri, iki
farkli kompleks alfa-beta ve gamma-delta protein zincirlerinden olusmaktadir. TCR
molekiilii yanisira, T lenfositler, hayvan tiirleri arasinda ¢ok az degiskenlik gosteren
CD3 molekiiliinii tasimaktadirlar. CD3 molekiilii, ekstraseliiler ortamda olusan
sinyalleri hiicre c¢ekirdegine iletmekle sorumludur. Ayrica, T lenfositlerin TCR

molekiillerinin yaninda CD4 veya CD8 yardimci reseptdr proteinleri bulunmaktadir
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(Coe Clough ve Roth 1998 pp. 40-42; Lanier 1991 pp. 61-67). CD4 ve CDS§
molekiilleri, stimiile edilen lenfositten olusacak sinyalleri diizenlemekle sorumludurlar.
Nitekim, CD4 molekiiliinii tasiyan bir lenfosit, yardimci fonksiyonlar1 stimiile
etmekteyken, CD8 molekiilii yabanci antijenlere karsi sitotoksik etki yapmaktadir. T
lenfositler, bu molekiillerden sadece birini tasiyabilmekte ve CD4" veya CD8* T
lenfosit olarak isimlendirilmektedirler (Coe Clough ve Roth 1998 pp. 41-42).

T lenfositlerin antijenlerini taniyabilmeleri icin, bunlarin kiigiik parcgalara
ayrilmasi, islenmesi ve sunulmasi gerekmektedir. Bu islemleri antijen sunan hiicreler
(APC) gerceklestirmekte, dendritik hiicreler ve makrofajlar profesyonel APC olarak
bilinmektedirler. Endojen (viriisler) ve eksojen (bakteriler) antijenler, APC’ler icinde
kiiciik antijenik peptitlere par¢lanmakta, ardindan hiicre ic¢indeki major
histokompatibilite kompleks (MHC) molekiilleriyle birleserek hiicre ylizeyine
tasinmakta ve T lenfositlere sunulmaktadirlar. Endojen antijenik epitoplar simif I MHC,
eksojen antijenik epitoplar ise sinif II MHC molekiilleri ile sunulmaktadir (Coe Clough
ve Roth 1998 pp. 55-57). Stmf I MHC ile sunulan antijenler, genelde CD8", sif II
MHC ile sunulanlar ise, CD4" T lenfositler tarafindan taninmaktadirlar (Lanier 1991 pp.
66-67; Coe Clough ve Roth 1998 p. 58). Antijen-MHC molekiilii TCR molekiilii ile 3
boyutlu olarak birlesirken (Coe Clough ve Roth 1998 p. 58), CD4 veya CDS8
molekiilleri, antijenin sunuldugu MHC molekiiliine, antijenin sunuldugu bdlgenin
yakininda bir bolgeden baglanarak, T lenfosit-MHC baglantisin1 stabilize etmekte ve T
lenfosit-MHC baglant1 affinitesini 100 kat artirmaktadir (Coe Clough ve Roth 1998 pp.
41-42). Boylece, T lenfosit nukleusuna gerekli sinyaller iletilerek, lenfosit

aktiflestirilmektedir (Coe Clough ve Roth 1998 p. 58).

B lenfositlerin ylizeyinde bulunan antijen reseptorleri ise bu hiicreden salinan
antikorlar olup, antikorun Fc segmenti hiicre membranina bagl, spesifik olarak antijen
baglayan Fab segmenti ise ekstraseliiler kistma doniiktiir (Coe Clough ve Roth 1998 p.
42). B lenfositler, spesifik antijenlerini degisiklige ugratilmadan taniyabilme 0zelligine
sahip (Lanier 1991 p. 67; Coe Clough ve Roth 1998 p. 55) olup, MHC molekiilleri
bulunmadan spesifik antijeni taniyabilirler. Ayrica, B lenfositler CD19 ve CD20
yardimer reseptor molekiillerini ayn1 anda tagimaktadirlar (Lanier 1991 p. 69; Coe

Clough ve Roth 1998 p. 42).
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Lenfosit yiizeyinde bulunan reseptor sayisi, hiicre dmrii boyunca degiskenlik
gosterebilmekte, nitekim antijen reseptor sayisi fazla olan lenfositler, sayisi az olanlara
oranla, diisiik antijen konsantrasyonlarina karsi daha yiiksek baglanma afinitesi ve

aktiflesme gostermektedirler (Coe Clough ve Roth 1998 p. 43).

2.4.2 Lokositlerin immiinomodiilatif etkileri

2.4.2.1 Kan nakline bagh immunomodiilasyon

WBC’ler, kan nakli ile alicilara aktarilan istenilmeyen kan komponentleridir
(Brand 2002; Roddie ve ark. 2000). RBC kan f{iriinlerinin tedavi edici ozelliklerinin
yamisira, icerdikleri WBC’lerden dolayr allojenik kan naklinden (AKN) sonra
komplikasyon olusturma potansiyeli tasidigi da belirtilmektedir (Roddie ve ark. 2000).
AKN ile hastaya, eriyebilen ve hiicresel kaynakli yiiksek miktarda antijenik yapi
aktarilmaktadir. Bu antijenlerin, alic1 bireyin kan dolasiminda kalmalarinin, bagisiklik
sisteminde baskilanmaya yol acgabilecegi belirtilmektedir (Vamvakas ve Blajchman
2001b). Nitekim, kan naklinin potansiyel yan etkilerinin farkedilmesiyle klinik alanda
kan naklinin tekrar degerlendirilmesine gidildigi bildirimler arasindadir (Blajchman ve
Hébert 2001; Jutkowitz 2004). Transfiizyonun, bagisiklik sistemi {iizerindeki
“immunmodiilatif” etkisi viicudun savunma cevabinda bir artis veya azalma ile kendini
gostermekte (Kirkley 1999) ve “kan nakline bagli immunomodiilasyon-TRIM” olarak
tanimlanmaktadir (Blajchman 1997; Vamvakas ve Blajchman 2007). Yapilan deneysel
ve klinik calismalarda, kan nakli sonucu olusan TRIM etkilerinden allojenik WBC’ler
sorumlu tutulmaktadir (Vamvakas 2007). TRIM, ilk tanimlandiginda, sadece
immunomodiilatif bir etki olarak kabul edilmis; ancak giiniimiizde yapilan ¢alismalar
1s1¢inda AKN’ye bagli olarak gelisen “pro-inflamatuar” etkilerin de tanima dahil
edildigi belirtilmistir (Vamvakas ve Blajchman 2007). TRIM’in klinik etkileri, ilk
olarak, bobrek allograftinin, kan nakli yapilan hastalarda daha yiiksek oranlarda kabul
edildiginin gosterilmesiyle karakterize edilmistir (Blumberg ve ark. 1986; Karger ve
Kretschmer 2002). Bobrek nakli oncesinde uygulanan AKN ile olusan ve hala
giiniimiizde de bilinen en iyi yerlesmis olumlu TRIM etkisi icin, allojenik WBC’lerin

canli olmasi gerektigi bilinmektedir (Vamvakas ve Blajchman 2007).

Kan naklinin bagisiklik sistemini baskilamasi, organ nakilleri i¢cin olumlu etkiler
yaratmaktadir (Blajchman 1997; Dzik ve ark. 2000; Claas ve ark. 2001). AKN ile

alicilara aktarilan allojenik  WBC’lerin yarattigi immunsupresyon niteligindeki
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immunmodiilatif etkinin, bobrek allograft alicilarinda ve tekrarlayan spontan abortlarin
goriildiigii kadinlarda olumlu sonuclar verdigi yerlesmis bir bilgidir (Blajchman 1997).
Ayrica, allojenik  WBC’lerin, tolerans olusumu, adoptif immun tedavi, organ
nakillerinde kimerizm olusumu ve gen tedavilerinde de terapotik etkilerinin olabilecegi
diisiiniilmektedir (Lee ve ark. 2001). AKN’nin olumlu etkilerine karsin, postopretatif
enfeksiyon riskinde artis (van de Watering ve ark. 1998), timor biiylimesi ve
yayillmasinda artis ve latent viral enfeksiyonlarda aktivasyon gibi (Rouger 2004), her
hasta grubu i¢in olumlu etkilerinin olmayabilecegi belirtilmektedir (Blajchman 1997).
Giimiizde de TRIM’in etkileri hala tartismalidir (Blajchman 2006; Vamvakas ve
Blajchman 2007).

Bobrek naklinden once yapilan kan naklinin, immun cevab1 zayiflattig
anlagildiginda, AKN ile olusan immunosupresif etkinin kanser ilerlemesini
hizlandiracagi (Claas ve ark. 2001; Brand 2002) veya enfeksiyon olusumunu (Claas ve
ark. 2001) destekliyecegi yoniinde endiseler belirmistir. Dolayisiyla, AKN ile bobrek
nakli arasindaki immunmodiilatif etkiler temel alinarak bazi hipotezler ileri siiriilmiistiir.

Bu hipotezler;

(1 Malign hiicrelerin tespit edilip yok edildigi bagisiklik sistemi kan
nakli ile baskilanmaktaysa, AKN alicilarda tim6r olusumunu
destekleyebilir,

(i1) Kan nakli bagisiklik sistemini baskiliyorsa, perioperatif kan

nakilleri, postoperatif donemde enfeksiyon riskini artirabilir,

yoniindedir (Vamvakas ve Blajchman 2001a).

2.4.2.2 Lokositler ve kanser

Blumberg ve ark. (1986), yaptiklar1 geriye doniik analiz calismasinda, kanserli
hastalarda TK ve kRBC iiriiniiniin kanser tekrarlamasi ve mortalitesi iizerindeki
etkilerini arastirmislardir. Calismada kan nakli yapilan (n=216) ve yapilmayan (n=257)
farkli kanserli hastalarda, LD etkileri ¢alismaya ilave edilmeksizin, TK ve kRBC
nakilleri karsilastirlmistir. Incelenen degisik kanser hastalarinda, tiimor tiirlerinin
niiksetme biyolojilerinin farklilik gosterdigi ve bir ¢ok faktore bagli oldugu
belirtilmekle birlikte, kRBC nakli yapilan hastalarda kanser niiksii ve mortalite
oranlarinin TK nakline gore daha diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05). Ayrica nakil
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sayistyla dogru orantili olarak, niiks ve mortalite oranlarinin artifi saptanmistir. Bu
calisma sonucunda klinik olarak gerekmedigi miiddetce kan nakli yapilmamasi, naklin
sart oldugu durumlarda ise kRBC kan {iriinlerinin tercih edilmesi onerilmektedir.
AKN’nin immunmodiilatif etkilerinden, kanin WBC kompartmaninin sorumlu
oldugunu acik¢a kanitlayan ilk calisma, Blajchman ve ark. (1993) tarafindan
yapilmistir. Calismanin, 0. ve 3. giinlerinde 2 kere allojenik ve LD’lu AKN yapilan fare
ve tavsanlara, 10. giinde tiimor hiicresi inokiile edilmis, 21. giinde ise akcigerde
metastaz nodiilleri sayilmistir. Calismada nodiil olusumu, LD’lu AKN yapilan
hayvanlarda, non-LD’lu yapilanlara nazaran belirgin olarak diisiik bulunmustur (fare
p=0,0002, tavsan p=0,0001). Bu calisma ile, kan naklinin immunmodiilatif etkilerinden
verici WBC’lerin sorumlu oldugu anlasildigi gibi tiimor olusumu {iizerindeki zararh
etkilerinin transfiizyon oncesinde LD yapilmasiyla azaltilabilecegi belirlenmistir. Bu
bulgularin hemen ardindan, insanlarda goriillen klinik tablonun benzerinin
olusturulabilmesi i¢in, timorli fare ve tavsanlara uygulanan AKN’nin tlimor
biiylimesini tetikleyip tetiklemedigi incelenmistir. Calisma sonuclari pulmoner metastaz
odaklarimin, LD’lu AKN yapilan hayvanlarda, non-LD AKN (p=0,0001) ve BC
azaltilmig AKN (p<0,0001) yapilanlara oranla daha diisiik oldugunu, non-LD AKN ile
BC azaltilmis AKN arasinda ise fark bulunmadigim1 gostermektedir (Bordin, Bardossy
ve ark. 1994). Kan naklinin tiimor biiylimesi lizerindeki etkilerini arastiran farkli
caligmalar arasindaki celiskiyi aydinlatabilecek bir calismada ise (Shirwadkar ve ark.

1990), farelerde AKN ile tiimor hiicresi sayisinin iliskili oldugu saptanmistir.

Donér immiinitesinin kan nakliyle alicilara nakledilebilecegi de gosterilmistir
(Lee ve ark. 2001). WBC’lerin gecikmis hipersensitivite fonksiyonunun kan nakli ile
alicilara aktarildigi gosterilmistir. Bu amagcla, spesifik bir antijenle daha ©nce
karsilasmamus alic1 disi farelere, antijene kars1 duyarli hale getirilmis erkek dondrlerden
kan nakli yapilmistir. Nakilden 24 saat sonra, disi fareler ayni allerjen madde ile
uyarilmis ve kontrol grubuna kiyasla allerjen maddeye kars1 bir reaksiyon sekillendigi
tespit edilmis (p<0,05), ancak duyarlilik cevabinin nakilden bir hafta sonra yok oldugu

belirtilmistir.

2.4.2.3 Kan nakil ve postoperatif enfeksiyon
Insanlarda, kan naklinin postoperatif enfeksiyon olusumu iizerindeki etkisini

arastiran bir ¢calismada (Vamvakas ve Carven 1998), WBC iceren AKN’nin postoperatif
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donemde yara enfeksiyonu olusumunu, istatistiksel olarak anlam tasitmamakla birlikte
artirdigt  saptanmistir.  Bu calismada, postoperatif donemde yara enfeksiyonu
olusumunda, nakledilen iinite basina %7, ortalama nakil dozu 3,6 iinite olan hastalarda
ise %25 oraninda artis saptanmistir. Bu sonuglarin, istatistiksel anlam tagimamakla
birlikte, goz ard1 edilememesi gerektigi belirtilmektedir (Vamvakas ve Carven 1998).
BC hatt1 uzaklastirilmig kRBC ile LD’lu kan iirlinii naklinin kalp ameliyati yapilan
hasta grubunda postoperatif enfeksiyon olusumu ve mortalite {iizerindeki etkileri
incelenmistir. Postoperatif enfeksiyon olusumunu ve mortalitenin nakil sayis1 (>3 iinite)
ile dogru orantili olarak arttigt ve LD-RBC nakli yapilan hastalarda, sadece BC-LD-
RBC nakli yapilanlara gore enfeksiyon ve mortalitenin daha disiik oldugu
gozlemlenmistir (p<0,05) (van de Watering ve ark. 1998). Bu bulgu, nakil sayis1 ile
bobrek allograftinin kabul edilmesi arasinda dogru orantili ve istatiksel olarak anlamli
bir iliski saptayan Opelz ve Terasaki’nin (1978) bulgular ile benzerdir. Buna karsin,
AKN ile kolorektal tiimor metastaz1 iliskisinde, kan nakli dozu ile ilgili bir baglanti
saptanamadig belirtilmektedir (Blumberg ve ark. 1986).

Bu olumlu sayilabilecek bulgulara karsin, fazla sayida kan nakli gerektiren kalp
ameliyati yapilan hastalarda, postoperatif enfeksiyon riskinde azalma beklenirken,
LD’nun efeksiyon olusumunda herhangi bir etkisi saptanamamus, iistelik ¢alismanin
yapildig iilkede, LD yapilan RBC iiriin fiyatlarinin arttigi belirtilmistir (Capraro ve ark.
2007). Agir travmayi takip eden ilk 48 saat sonra LD’lu kan nakli yapilmasi, mortalite,
hayatta kalma veya hastanede kalig siiresi gibi faktorler acisindan etkili bulunmamistir

(Phelan ve ark. 2007).

2.4.2.4 Lokositler ve FNHTR

RBC’lere karsi gelisen FNHTR’larin sekillenmesi, donor WBC’lerin alici
antikorlartyla immiinolojik olarak taninmasi ve yok edilmesine baglanmakta (Dzik ve
ark. 2000; Brand 2002), dolayisiyla bu reksiyonlardan WBC’ler sorumlu tutulmaktadir
(Brand 2002; King ve ark. 2004; Blajchman 2006). NHFTR’larinin engellenmesinde
LD’nun (Bansal ve Marwaha 2001; Prittie 2003; King ve ark. 2004; Blajchman 2006),
ozellikle saklama Oncesi filtrasyon yapilmasiyla (Dzik ve ark. 2000) etkili olacagina
inanilmaktadir. Saklama Oncesi filtrasyonla, immiinolojik olarak aktif hiicrelerin yan1
sira eriyebilen biyolojik etkenlerin de kan iiriiniinden uzaklastirilabilecegi dolayisiyla

daha etkili olacag belirtilmektedir (Bordin, Bardossy ve ark. 1994; Dzik ve ark. 2000;
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Vamvakas ve Blajchman 2001b). Geriye doniik bir calismada (King ve ark. 2004), RBC
tiriinlerinin depolama 6ncesinde WBC miktarinin azaltilmasi ile NHFTR’larin goriilme
sikliginin diistiigii saptanmistir. Bu ¢alismada, hastanede yapilan kan nakillerinin, 1994
yilinda %96’sinda LD yapilmadigi, 2001 yilinda %99,5’inde depolama oncesi LD
uygulandig1 belirtilmekte; ve gozlenen NHFTR’larinin, %0,37’den %0,19’a diistiigii
saptanmistir (King ve ark. 2004). Nitekim tiimorlii tavsanlarda, pulmoner nodiil
sayisinin, saklama oncesi LD’lu AKN’yle, saklama sonrasina ve non-LD’lu AKN’lerine

gore daha diisiik oldugu saptanmistir (Bordin, Bardossy ve ark. 1994).

2.4.2.5 Kopeklerde kan nakli ve lokositlerin yeri

Kanser tanis1 konulan kopeklerde kemoterapi ve radyasyon tedavisinin, hasta
sahiplerinin istegi iizerine artti§i vurgulanmaktadir. Ancak, kemoterapinin artmasiyla
birlikte kanserle iligkili hematolojik ve koagiilopati bozuklarin daha sik gdzlendigi ifade
edilmektedir (Rudloff 1995). Kanserli kopeklerde, TK ve kan iiriinleri nakli, kanser
tedavisine genellikle yardimci tedavi olarak ilave edilmektedir (Hohenhaus 2003).
Nitekim, anemi veya kanser tedavisi goren kopeklere uygulanan kan naklinin,
semptomatik bir tedavi olup gecici oldugu ve asil hastaligir tedavi etmediginin alti
cizilmekte, ancak hayat kurtarici ve destekleyici etki gostererek (Wardrop ve ark. 1998),
asil hastalig1 teshis ve tedavi etmek i¢in zaman kazandiracagi belirtilmektedir. (Prittie

2003; Hohenhaus 2003; 2005 p. 456).

Kopeklerde en sik gozlenen transfiizyon reaksiyonunun FNHTR’lar oldugu ve
nakil yapilan kopeklerin %3-5’inde gozlendigi belirtilmektedir (Brownlee ve ark. 2000;
Lanevschi ve Wardrop 2001). Tromboembolik hastaliklara ise kopeklerde sik
rastlanildigr (Brownlee ve ark. 2000) ve kan torbalarinda olusan mikroembolilerin
(Swank ve Seaman 2000) tromboz riskini artirdigr ve lokofiltrasyon ile kopeklerde

tromboembolizmin Oniine ge¢ilebilecegi belirtilmektedir (Brownlee ve ark. 2000).

Transfiizyon ile enfeksiydoz etkenlerin bulastigina dair veri bulunmadigi
belirtilmekle birlikte (Brownlee ve ark. 2000; Reine 2004), Ehrlichia etkenlerine dikkat
edilmesi gerektigi belirtilmektedir (Brownlee ve ark. 2000). Yeni caligmalar Leishmania
organizmalarinin kan nakliyle kopeklere (Owens ve ark. 2001; Giger ve Schantz 2002)
ve deney hayvnalarina (de Freitas ve ark. 2006) aktarildig: tespit etmistir. Akdeniz
bolgesi hastaligl olarak bilinen Leishmania’nin (Wardrop ve ark. 2005), Tiirkiye’de,
kopeklerde yaygin olarak goriildiigii cesitli calismalarla belgelenmistir (Ozbel ve ark.
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2000; Aslantas ve ark. 2005; Dogan ve ark. 2006). Leishmania etkenlerinin
mononiikleer fagositoz sisteminde bulunmasi, dikkatleri ©zellikle filtre edilmeyen
kRBC kan diiriinlerine ¢cekmektedir (Brownlee ve ark. 2000; de Freitas ve ark. 2006).
Leishmania etkenlerinin kan yoluyla yayilmasinda LD’nun etkinliginin bilinmedigi
vurgulanmaktadir (Giger ve Schantz 2002). Buna karsin, kopeklerde enfektif
hastaliklarin kan nakli ile bulagsma riskinin LD ile engellenebilecegi belirtilmektedir

(Brownlee ve ark. 2000).

Sonug olarak kopeklerde WBC’lere bagl olarak bir¢ok transfiizyon reaksiyonu
sekillenebilecegi ve WBC miktarinin azaltilmasinin  bir¢ok avantaj sundugu
vurgulanmaktadir. Ancak kopek WBC’lerin ticari filtreler ile uyumunun ve kopeklerde
yapilan nakiller i¢in LD’nun olumlu etkilerinin olup olmadiginin mutlaka incelenmesi
gerektigi belirtilmektedir (Brownlee ve ark. 2000). Ayrica kan naklinin kopeklerin
bagisiklik sistemi {izerindeki etkilerini inceleyen calismalarin eksikligi de

vurgulanmaktadir (Kristensen ve Feldman 1995a p. 357).

2.4.2.6 Kan nakli ve immunmodiilasyona yonelik klinik calismalar

Deneysel hayvan calismalarinda, saklama oncesi filtrasyon ile AKN’ye bagh
timor biiylimesinin engellendigi saptanmis ancak genis kapsamli klinik calismalarda
benzer sonuclara ulagitlamamistir. TRIM etkilerinin bircok biyolojik mekanizmaya baglh
olabilecegi, ancak bu caligmalarin genellikle deney hayvanlarinda (kemirgenler)

yapildigi belirtilmektedir (Vamvakas ve Blajchman 2007).

AKN ile tiimor biiyiimesi veya postoperatif enfeksiyon olusumu arasindaki
gozlenen olumsuz iliski uzun zamandir arastirilan bir konu olmasina ragmen (Roddie ve
ark. 2000; Claas 2001), kan naklinin zararli etkilerinin varlig1r genis kapsamli klinik
caligmalarla gosterilememistir (Claas 2001). Sayisiz klinik caligmanin yapilmasina
ragmen, her iki durum i¢in de LD’nun heniiz tartismali oldugu (Roddie ve ark. 2000) ve
kan nakline bagli immunmodiilatif etkilerin varligi konusunda c¢eliskili sonuglar
sunulmaktadir (Kirkley 1999; Vamvakas 2007). Kirkley (1999) LD’nun faydalarini
arastiran insan caligmalarinda, arastirma tiplerinin, nakil dozunun ve iiriin hazirlama
yontemlerinin degisiklik gostermesinden dolayr sonuglarin farklilik gosterebilecegini
vurgulamakatadir. Blumberg ve ark. (1986) ile Dzik ve ark. (2000), kan nakliyle kanser
ve enfeksiyon olusumu arasindaki etkilesimin, c¢alisma protokolleri farkliliklari,

hekimler ve hastaneler arast kan nakli uygulamalarindaki degiskenlikler, enfeksiyon



58

tammmindaki  farklilbiklar nedeniyle aciklanamadigimi  dolayisiyla  ¢alismalarin

karsilastirilamadigin belirterek Kirkley’in (1999) ifadesini desteklemektedir.

Yapilan tiim ¢alisma sonuglart incelendiginde LD’nun, normal bagisiklik cevap
olusturamayan hasta gruplarinda olumlu etkileri gozlemlenirken, bagisiklik sistemi
normal ¢alisan hasta grubundaki etkileri tam olarak bilinmedigi, dolayisiyla biitiin hasta
gruplarinin LD’den faydalanamiyacag ileri siiriilmektedir. Saglikli bireylerde, LD’lu
irtinlere kars1 gelisen immun cevabi anlamak i¢in hayvan modelleri {izerinde caligilmasi

gerektigi ileri siirtilmektedir (Semple 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

Sivas ili ve ¢evre koylerinde 100 adet erkek Kangal kopekte DEA 1.1 kan grubu
taramasi yapildi. Bunlar arasindan rastgele secilen 30 kopek de Dirofilaira, Ehrlichia,
Lyme ve Leishmania hastaliklart yoniinden tarandi. Bu hastaliklar yoniinden seronegatif
ve DEA 1.1 negatif 6 adet Kangal verici olarak secildi. Alic1 olarak da, BC-LD (n=12)
ve non-BC-LD (n=12) 2 grupta, toplam 24 adet melez erkek kopek kullanildi.
Vericilerden 3 ay arayla 4 kez, kan nakli i¢in 450-480 ml TK alindi. Alinan kanin yarisi
filtre edilerek LD’lu iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler, 21 giin arayla 4 nakil
doneminde farkli alic1 kopeklere nakledildi. Nakil 6ncesi (0.glin) ve nakil sonras1 (10.,
21., 31. ve 42. giinler) kan 6rnekleri alindi. Orneklerde, toplam T lenfosit, CD4" ve
CD8" lenfosit, CD45RA™ ve B lenfosit yiizdeleri belirlendi ve notrofil fonksiyon testleri

incelendi.

3.1 Verici Kangal kopeklerin deneyler icin secilmesi ve hazirlanmasi

Verici Kangal irk1 kdpeklerin secilmesi amaciyla, 17-30 Agustos 2005 tarihleri
arasinda, Sivas ilinin cesitli kdy ve yetistirme ciftliklerinde bulunan, 1-9 yas arasinda,
100 adet Kangal Irki erkek kopekte, kan grubu taramasi yapildi. Bunlar arasindan
rastgele secilen 30 kopek, Dirofilaria, Ehrlichia, Lyme ve Leishmania hastaliklar
yoniinden tarandi. Kan grubu ve hastalik taramasinda kullanilan form Sekil 3-1’de
gosterilmektedir. Biitiin taramalar sonucunda, DEA 1.1 negatif, Dirofilaria, Erhlichia,
Lyme ve Leishmania kan hastaliklar1 agisindan seronegatif, saglikli, uysal mizacl, 3-6
yas arasinda, erkek, 6 adet Kangal kopek verici olarak secildi ve Sivas’tan Istanbul’a
kamyon icinde getirildi. Kamyon, 6 adet yetiskin Kangal kopegini barindiracak
biiyiikliikte secildi. Kamyon, her kopek icin 1 m*'lik alan diisecek sekilde tahta ve sunta
kullanim ile 6 esit boliime ayrildi. Kopekler, yolculuktan 6 saat once a¢ birakildi ve

Onlerine devrilmeyecek sekilde su kaplar: yerlestirildi.

Verici Kangal’lar istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesine, 30 Agustos 2005
tarihinde teslim alindi. Adaptasyonlar1 icin 2 hafta beklenildi, genel olarak saglik
gozlemleri yapildi, ayn1 zamanda endoparaziter ve ektoparaziter profilaktik antiparaziter
ilaclamaya baglanildi. Asilama donemine baglamadan once, genel muayeneleri yapildi,
hemogram (Medonic CA620) ve bazi biyokimyasal parametrelerine (otoanalizator

Boeki Medikal Sistemleri) (creatinin, iire, AST, ALT, total protein, Ca, Fe, albiimin,
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direkt bilirubin) bakildi. Hematolojik [5S ml Etilen-diamin-tetra-asetik-asit (EDTA’11)]
ve immiinprofil belirlemesi (10 ml Heparin’li) icin her 6 verici Kangal’dan kan 6rnegi
toplandi. Biyokimyasal parametreler i¢in ise, 10 ml kandan hazirlanan serum ile
caligildi. Bu siirenin sonunda, 3 hafta siiren asilama donemine baglanildi. Birinci hafta
kuduz (Rabies, Novibac®) ve karma (DHPPI-LEPTO, Novibac®), ikinci hafta
bronchicine (Bronchicine™ CA, Pfizer) ve iiciincii hafta karma tekrar asilari yapildi.
Her nakil doneminden 6nce verici Kangal’larin viicut agirliklari, ortalama 41,56 kg (38-

45 kg) olarak olc¢iildii.

No: Dondr Képek Bilgi Formu e b 1 2005
1. Képek adi: 4, Kan grubu ve hastaliklarn
2. Sahip bilgileri: Pozitif Negatif
1. Isirm:
2. Adres: 1. DEA1.1 O O
3 Tel: 2. Drophilaia [l L
_ o 0 O
4. Cep 3. Ehrlichia
o g U
3. Képek bilgileri: 4. Lyme O 0
1 Yas: 5. Leishmania O O
2. Kilo:
a3 Boy: 5. Mizag Hirgin [] Uysal []
6. Sonug:
VERICI 0 O

Sekil 3-1: Kan grubu ve hastaliklar taramasinda kullanilan form

Calisma boyunca, verici Kangal’lar, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dahiliye Anabilim Dali’nin kiiciik hayvan bokslarinda barindirildi. Her bir verici
Kangal’in bakimlari bir bdliimii kapali, bir bolimii acik odalarda, toplam 10 m?’lik bir
alanda yapildi. Hayvanlar, giinlik 700-1000 g yetiskin kopek yemi ile beslendi ve
sular1 giinliik olarak tazelendi. Ayrica, giinliik olarak dis ortamda dolastirildilar. Verici
Kangallar, V1-V6 olmak iizere numaralandirildi, V1, V2 ve V3 numarali verici
Kangallar’dan birinci nakiller, V4, V5 ve V6 numarali vericilerden ise ikinci nakiller

icin tam kan toplandi.
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3.2 Alc1 kopeklerin deneyler icin secilmesi ve 6n hazirhk donemi
Kan nakillerinde alic1 olarak, Istanbul’un farkli hayvan barinaklarindan 1-3 yas

arasinda, saglikli ve kisirlagtirilmamis uysal mizacli erkek kopekler secildi (n=24).

Calisma, 4 farkli “kan nakli donemi’nde yiiriitiildiigiinden, calisma boyunca
kopekler 6’sarli gruplar halinde Cerrahi Anabilim Dali kiiciik hayvan bokslarina
yerlestirildi ve kendi i¢lerinde, rastgele 3’erli gruplara boliindii. Calisma kosullarina
kolaylik saglamasi amaciyla, kopekler 3’erli gruplar halinde, bir odada deplesyonlu
grup (BC-LD) ADI1-ADI2 (n=12), diger odada non-deplesyonlu grup (non-BC-LD)
A1-Al12 (n=12) olmak iizere iki farkli odaya yerlestirildi. K&peklerin her biri bireysel
kafeslerde tutuldu, giinliik olarak kafes temizligi yapildi, 500-600 g yem verildi ve
sulart tazelendi. Giinde 2-3 kez gozetim altinda dolagsma avlusuna tiimii beraberce

salindi.

Fakiilteye getirildikten sonra, alicit kopeklerin 6n hazirlik donemi, ilk 2 haftay:
kapsayan adaptasyon ve genel muayeneleri, ardindan 3 hafta siiren as1 donemi ve bunu

takip eden 5 haftalik dinlenme periyodundan olugmaktadir.

Alici kopekler birinci haftada, enfektif hastaliklar acisindan gézlem altinda
tutuldu, tiimiinde oOksiiriik, burun ve goz akintisi, ishal, idrar ve digki rengi, diskida

olgun parazitlerin varligi, istah gibi gézleme dayali parametrelere bakildi.

Ikinci hafta, klinik muayenede, akciger ve kalp oskiiltasyonu, lenf yumrulari
palpasyonu, viicut agirligl, ates ve mukoza rengi kaydedildi. Hemogram (Medonic
CA620) ve biyokimyasal parametrelerin (otoanalizator Boeki Medikal Sistemleri)
(AST, ALT, ALP, iire, kreatinin, glukoz, albiimin, total protein, albiimin ve bilirubin)
incelenmesiyle saglik durumlari belirlendi. Kopeklerin viicut agiliklarina gore, i¢ ve dis
parazit tedavilerine baslanildi. I¢ paraziter miicadelesinde, Drontal® tablet ve Siropar®

surup, dis parazit miicadelesinde ise, Stronghold spot—on® (Pfizer) kullanildi.

Saglikli olduklart kesinlestirildikten sonra, 3 hafta siiren asilama donemine
baslandi. Birinci hafta kuduz (Rabies, Novibac®) ve karma (DHPPI-LEPTO, Novibac®)
asilan birlikte uyguland. Ikinci hafta Brochicine® (Bronchicine™ CA, Pfizer) asist
yapildi, liclincii haftada ise karma asis1 tekrarlandi. Antiparaziter tedaviye, uzun siirmesi
nedeniyle, asilama doneminde de devam edildi. Alict kdpeklerin antiparaziter tedavileri

bittikten sonra, natif digki muayenesi yapildi. Ast doneminden sonra, bagisiklik
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sisteminin normal aktivite seviyesine donmesi i¢cin minimum 5 haftalik dinleneme

periyodu uygulandi.

3.3 Deney donemi

Toplam 42 giinliik deney doneminde, deneylerden Onceki hafta, verici ve alicilar
arasinda capraz karsilagtirma testleri, 0. ve 21. giinlerde 2 kere kan nakli ve alici
kopeklerden 0., 10., 21., 31. ve 42. giinlerde toplanan kan orneklerinde immiinolojik
analizler yapildi (Sekil 3-2). Calismada yapilan testler, incelenen parametreler ve

yontemleri Tablo 3-1’de verilmistir.

1. Kan 2 Kan
nakli nakli

Gapraz karsilagtirma
Adaptasyon ve |

genel muayene
I I

]
I
1 1
! ' Agllama ! Dinlenme : l
[ I 1 1
¥, v v VR
1.2. hafta 3.5.hafta 5.-10.hafta -2 gin 0. 10. 21. 31. 42, glinler
M memee s segsesee. N 7
T 'l
On hazilik dénemi Deney ddénemi
(10 hafta)

Sekil 3-2: Deneysel calisma semasi
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Tablo 3-1: Toplanan kan 6rnekleri, arastirllan parametreler ve yontemleri

Ornek Parametre Yontem
Kan grubu belirlenmesi Serolojik
Kan hastaliklar1 testleri ELIZA
Nakil 6ncesi ve sonrast hemogram |Otomatik yontem ile Cell Counter
5 ml EDTA’1 tam kan
Papenheim’in Panoptik Boyama
Verici Formiil 16kosit
yontemi
Kangal’lar
Capraz karsilastirma testleri Serolojik
Nageotte laminda hemositometrik
1ml BC-LD kRBC
yontem
WBC sayimi
1ml non-BC-LD Thoma laminda hemositometrik
kRBC yontem
T lenfosit ylizey antijenleri
(CD3", CD4*, CD8", CD45RA", Tam kan lizis yontemi
CD4"CD45RA", CD4/CD8)
10 ml Heparinli tam
B Lenfosit Tam kan lizis yontemi
kan
Alict Notrofil fonksiyon testleri
kopekler (fagositoz, kemotaksi, oksidatif Flow sitometri yontemi

patlama)

5 ml EDAT’h tam kan

Formiil 16kosit

Papenheim’in Panoptik Boyama

yontemi

Capraz karsilagtirma testleri

Serolojik
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3.3.1 Analizler icin kan 6rneklerinin toplanilmasi
Kan grubu ve hastalik taramasi yapilan 100 adet Kangal 1irki1 kopekten, 5 ml’lik

EDTA’l1 vakumlu tiiplere, V. cephalica antebrachii’den kan 6rnekleri toplanmustir.

Kan ornekleri tiim kopeklerden oturur halde V. jugularis’ten alindi, sadece
torbalara kan aktarimi sirasinda verici Kangal’lar, latero-lateral pozisyonda yatirildi

(Schneider 1995).

Nakil oncesinde, alic1 ve vericiler arasinda ¢apraz karsilastirma testleri ile verici
kopeklerde hemogramin belirlenmesi i¢cin EDTA’l tiiplere 5 ml kan alindi. Her nakil
oncesi (0. ve 21. giinlerde) ve nakil sonrasinda (10., 31. ve 42. giinlerde) ise, alici
kopeklerden formiil 16kosit icin 5 ml kan 6rnegi, immiinolojik analizler i¢in 10 ml kan

ornegi, sirastyla EDTA’1 ve heparinli tiiplere toplandi.

Verici Kangal’larm V. Jugularis’inden, ikili CPD Sag-M kan torbalarina
ortalama 450-480 ml kan toplandi. Kan alimi sirasinda hassas terazide tartilan kan

torbalari, kanin antikoagiilan ile karigsmasi icin hafif hareketlerle sallandi.
Ayrica filtrasyon etkinligini saptamak amaciyla, transfiizyon setleri takilan BC-

LD ve non-BC-LD kRBC iiriinlerinden 1 ml kan 6rnegi alindi.

3.3.2 Kangal’larda DEA 1.1 kan grubunun ve hastaliklarin belirlenmesi
DEA 1.1 kan grubu taramasi yapilan Kangal irki erkek kopekler (n=100)
arasindan rastgele secilen 30 Kangal’da, hastalik testleri yapilmasina ragmen her kan

naklinden 6nce, olasi hastalik bulagsmasin1 engellemek amaciyla, hastalik testleri tekrar

edildi.
3.3.2.1 Kullamilan malzemeler
e 5 mlEDTA’I tam kan

e DEA 1.1 kan grubu belirleme kiti (DMS rapidVet-H Canine, DMS

Laboratories Inc.)
o Test kartlar1
o Pozitif kontrol test kan1 ve PBS
o Karistirici ¢cubuk ve Pastor pipeti

¢ Dirofilaria, Erhlichia, Lyme Hastalik testleri (3DX Snap test, IDEXX)
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o Test arac1 ve ayirag soliisyonu
o Pastor pipeti
o Tasmabilir santrifiij (Hettich EBA III)
e [eishmania testi (Kalazar DetectTM, InBios International Inc.)
o Test cubugu ve ayirag soliisyonu
o Tasmabilir santrifiij (Hettich EBA III)

o 20 pl otomatik pipet

3.3.2.2 DEA 1.1 kan grubunun belirlenmesi

DEA 1.1 kan grubunu belirlemek icin hem klinik hem de saha ¢alismalar1 i¢in
pratik (Giger ve ark. 2005) bir test olan kart yontemi kullanilmistir. Kart istiinde
bulunan her bir test alanina, 6nce PBS damlatildi ve kart ileri geri hafifce hareket
ettirilerek, liyofilize materyalin sulanmasi saglandi. PBS damlatilan otoagliitinasyon test
alanina, pastor pipetiyle, 1 damla test 6rnegi eklendi ve karistirici ¢ubuk ile karistirildi.
Otoagliitinasyon goriilmeyen testlere devam edildi. Pozitif kontrol test alanina pozitif
kontrol kani, test alanina ise kan 6rneginden 1’er damla farkli pastor pipeti kullanarak
damlatildi (Sekil 3-3). Farkli karistirici cubuklarla, kan 6rnekleri ve liyofilize maddenin
karigmasi ve test alanina yayilmasi saglandi. Test kart1 2 dakika boyunca, yatay dairesel
hareket ettirilip, ardindan 10°’lik bir ac1 ile diiz ylizeye konuldu. Pozitif kontrol ve
deney alanlan agliitinasyon varligi acisindan makroskopik olarak incelendi (Lanevschi
ve Wardrop 2001; Giger ve ark. 2005). Kartlar {izerindeki materyal kuruduktan sonra
kalic1 kayit olarak plastik kiliflarin i¢inde saklanilmistir.

3.3.2.3 Dirofilaria, Erhlichia ve Lyme hastaliklarinin belirlenmesi

Test kitinde bulunan plastik tiiplerin icine, pastor pipetleriyle 3 damla plazma,
bunun {istiine 4 damla ayira¢ soliisyonu damlatildi ve tiiplerin agz1 kapatilarak
karigmalar1 saglandi. Ardindan, biitiin karisim, diiz bir zemin iizerinde tutulan test
aygitinin Oornek kuyusuna bosaltildi. Sekiz dakika siiren inkiibasyon periyodundan
sonra, test sonucu makroskobik olarak okundu (Stone ve ark. 2005; O’Connor ve ark.

2006; Snap Test 3DX). Testler kalic1 kayit olarak plastik posetler i¢cinde saklanmistir.
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Sekil 3-3: DEA 1.1 kan grubu belirleme testi

3.3.2.4 Leishmania hastaliginin belirlenmesi

Test cubugunun test alanina 20 pl plazma ve bir tiip i¢ine 2-3 damla test ayiract
damlatildi. Test cubugu tiip i¢cine daldirilarak, plazmanin ayira¢ soliisyonu ile temasi
saglandi. On dakika inkiibasyon periyodundan sonra, sonu¢ makroskobik olarak okundu

(Toz ve ark. 2004).

3.3.3 Capraz karsilastirma testleri
Birinci nakil 6ncesinde, Tablo 3-2’de gosterilen tiim vericiler (V1-V6) ile alici
karsiliklar1 arasinda, ikinci nakiller 6ncesinde ise, sadece V4, V5 ve V6 numaral1 verici

kopeklerin alicilar ile capraz karsilastirma testleri yapildi.

3.3.3.1 Kullanilan malzemeler

o 5 ml EDTA’l1 alic1 ve verici kanlari

Santrifiij (Haraeus Labofuge 400, Function Line)
e Tiip, lam ve lamel

¢ [sik mikroskopu (Olympus BHC)

*  %0,9’luk serum fizyolojik

e Otomatik pipet
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3.3.3.2 Capraz karsilastirma testlerinin yapilisi

Capraz karsilastirma testleri icin, lam agliitinasyon yontemi kullanildi. Alic1 ve
verici kopeklerden EDTA’11 tiiplerde toplanan kan ornekleri santrifiij edildi. Plazmalar,
alic1 (A) ve verici (V) olarak isimlendirilen tiiplere otomatik pipetle pipetlendi ve 4,9 ml
%0,9’1luk serum fizyolojik iizerine 0,1 ml RBC ilave edilerek %2’lik RBC siispansiyonu
hazirlandi. RBC siispansiyonu hazirlandiktan sonra, major test ig¢in, verici RBC
siispansiyonundan ve alici plazmasindan lamin sol tarafina, minor test icin ise, alici
RBC siispansiyonundan ve verici plazmasindan ayni lamin sag tarafina birer damla
damlatildi. Ayr bir lamda ise, alic1 ve verici kopeklerin, kendi RBC ve plazmalart ayni
yontemle birlestirilerek kontrol deneyleri yapildi. RBC siispansiyonlar1 ve plazma lamel
yardimiyla karistirildiktan sonra, aymi lamelle kapatildi, mikroskopta 10’luk ve 40’hik
biiylitmede incelendi (Battaglia 2001 p. 68; Lanevschi ve Wardrop 2001; Lucas ve ark.
2004; Plunkett 1993 p. 189).

3.3.4 Deplesyonlu ve deplesyonsuz KRBC iiriinlerinin hazirlanmasi

Her bir vericiden toplanan 450 ml TK’dan elde edilen kRBC siispansiyonunun,
yarist filtreden gecirilerek LD’lu (BC-LD kRBC), diger yaris1 ise WBC miktari
azaltilmamis (non-BC-LD kRBC) olmak iizere, 2 farkli iiriin elde edildi.

3.3.4.1 Kullanmilan malzeme ve cihazlar
e (Cift’li CDP Sag-M kan torbalar1 (Kansuk)

e  WRBC filtreleri (Imugard III RC-4P)

e Hassas terazi (Precisa XT 6200C)

e Kan trobasi santrifiijii (Beckman Coulter J6-M1 santrifiijii, JS-4.2 rotor)
e Plazma ekstraktorii (Treumo Teruflex ACS-201)

e Hortum kapaticisi (Biosealer CR6, Liungberg ve Kogel AB)

¢ Derin dondurucu (Sanyo MDF-U2086S)

3.3.4.2 kRBC iiriinii elde edilmesi ve LD
Calismada, 16 gauge igneli, 69 ml CPD iceren birincil kan toplama torbasi,

plazma i¢in bir adet kuru transfer torbast ve 100 ml koruyucu Sag-M soliisyonunu
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iceren toplam 3 torbadan olusan ikili CDP Sag-M kan torbalari ile (Sekil 3-4) Imugard
IIT RC-4P filtreleri kullanild1 (Sekil 3-5).

Santrifiij godelerine torbalar arka arkaya gelecek ve godenin i¢inde dik duracak
sekilde yerlestiridi, kalan bosluklar stinger kullanimi ile dolduruldu. Santrifiije konulan
biitiin godelerin agirliklari, virgiilden sonrasina kadar hassas terazide plastik agirliklar
kullanilarak esitlendi (AABB Technical Manuel 2005d p. 180). Plastik agirliklar ile kan

torbasi sistemi temas1 siinger kullanimi ile engellendi (Sekil 3-6).

Sekil 3-4: iki'li CPD Sag-M kan torbasi

Sekil 3-5: Imugard III RC-4P filtresi
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Sekil 3-6: Kan torbalarinin godelere vesantrifiij cihazina yerlestirilmesi

2800 devirde 7 dakika 17 °C’de yapilan santrifiij isleminde hizlanma ve
yavaslama, sirasiyla 6 ve 7 olarak secildi. Kan torbalari santrifiij godelerinin icerisinde,
plazma ekstraktOriiniin yanina tasindi ve godelerden sarsilmadan c¢ikarilarak plazma
ekstraktoriine yerlestirildi (Sekil 3-7a). RBC-plazma ayrimi net olarak gozlendikten
sonra, birincil torbanin ¢ikis noktasinda bulunan kirilma parcgasi, hortumun hafifce
biikiilmesiyle kirildiktan sonra, ekstraktor basinci uyguland: ve plazma torba sisteminde
bulunan kuru transfer torbaya aktarildi (Sekil 3-7b). RBC’ler iizerinde bulunan BC hatti
(Sekik 3-7b kirmizi ok) kRBC f{iriiniinde birakildi ve plazma ekstraksiyonu torbanin
cikis noktasi ile RBC’ler arasinda 2 cm (Lucas ve ark. 2004) kalinca durduruldu.
Plazma ekstraksiyonunu sonlandirmak icin once birincil torbadan cikan hortum
hemostatik pens ile sikistirildi ardindan ekstraktoriin basinci kaldirildi. Plazma hortumu
hortum kapaticist ile kesilerek, plazma iiriinii torba sisteminden uzaklastirildi. Uydu
torbada bulunan 100 ml Sag-M koruyucu soliisyonu yukariya kaldirilarak diger
torbadaki RBC’ler iizerine yer cekimi kuvveti ile ilave edildi. Sag-M soliisyonunun
hepsi aktarildiktan sonra, kRBC iiriiniiniin hortumu hemostatik pens ile sikistirildi ve
Sag-M torbast hortum kapaticis1 ile kesilerek uzaklastirildi. Elde edilen kRBC
siispansiyonu ve plazma iiriinleri, hassas terazide tartildi. Plazma iiriinleri, TDP olarak
etiketlenerek derin dorudurucuda -80°C’de saklandi. kRBC iiriinii ise, hassas terazi
yardimiyla, ¥2’si filtre edilerek (Sekil 3-7c, d, e), 2 esit boliime ayrildi. Filtreden gecen
LD’lu kan, filtre torbasinda toplandi. Birincil torbada kalan ile filtre torbasinda toplanan
kan miktarlar esitlendiginde, torbalar arasindaki baglanti hortum kapaticisi ile kesilerek

filtre sistemden uzaklastirildi. Filtre edilmis deplesyonlu (BC-LD) ve filtre edilmeden
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birincil torbada kalan (non-BC-LD) kRBC siispansiyon torbalariin itizerine hazirlandigi

vericinin ve nakledilecegi alicinin numaralari yazildi.

d)

Sekil 3-7: Kan iiriinlerinin hazirlamis1 ve filtrasyon asamasi [a: santrifiij edilen TK’nmin
plazma ekstraktoriine yerlestirilmesi, b: plazma ekstraksiyonu BC hatt1 (ok ile gosterilen
béliim), ¢, d, e: KRBC iiriiniiniin filtrasyonu]

3.3.5 Filtre etkinliginin saptanmasi

BC-LD’lu ve non-BC-LD’lu kRBC siispansiyonlarindan toplanan orneklerde,

WBC saymu sirasiyla Nageotte ve Thoma lamlarinda hemositometrik yontemle

belirlendi. Filtre oncesi ve sonrast WBC miktarlar1 oranlanarak % filtrasyon etkinligi

saptandi.

3.3.5.1 Kullanilan malzemeler

BC-LD’lu ve non-BC-LD’lu kRBC iiriinlerinden 1 ml kan 6rnegi
Nageotte lami1 (Superior Marienfeld)

Tiirk eriyigi

Otomatik pipet, 1000 pl ve 100 pl

Tip

Vorteks (Yellol‘?lb Labworld-Online Inc)
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e Petri kutusu

e [sik mikroskopu (Olympus BHC)

3.3.5.2 Lokosit sayim teknigi

Bir tiipe 100 pl BC-LD’lu kRBC siispansiyonu alindi, tizerine 900 pl Tiirk
soliisyonu pipetlenerek 1:10 oraninda diliie edildi. Ornek vorteksle karistirilda.
RBC’lerin parg¢alanmasi i¢in 10-15 dakika beklenildi. Sayim alan1 lamelle kapatildi ve
Nageotte laminin sayim kamarasini dolduracak kadar 6rnek (100 pl) pipetlendi. Lam,
WBC’lerin ¢okmesi icin, 15 dakika nemli petri kutusunda inkiibe edildi. Isik
mikroskobunda 40’lik biiyiitmede biitiin alandaki (40 dikdortgen) hiicreler sayildi.
Sayillan WBC miktari, diliisyon orami ile ¢arpilarak pl’deki WBC sayisi elde edildi
(Bontadini ve ark. 2002; Bae ve ark. 2007). Non-BC-LD’lu kan o6rneginde, WBC

sayimi Thoma lami1 kullanilarak hemositometrik yontemle (Cotelioglu 2002) yapildi.

3.3.6 Kan nakilleri
Kan nakillerinin yapildig1 verici ve alict kopeklerin numaralari Tablo 3-2’te

sunulmustur.

Tablo 3-2: Verici ve alic1 kopekler arasinda yapilan kan nakilleri

Al
Kan nakilleri Verici

BC-LD grup Non-BC-LDgrup

V1 ADI, AD4, AD7, AD10 Al, A4, A7, A10

Birinci kan nakli
V2 AD2, AD5, ADS, ADI11 A2, A5, A8, All
(0.giin)

V3 AD3, AD6, AD9, AD12 A3, A6, A9, A12

V4 AD1, AD4, AD7, AD10 Al, A4, A7, A10

ikinci kan nakli

V5 AD2, AD5, ADS, AD11 A2, A5, A8, All
(21. giin)

Vo6 AD3, AD6, AD9, AD12 A3, A6, A9, A12
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3.3.6.1 Kullanilan malzemeler

e Mavi anjiokat (22 gauge)
¢ Transfiizyon seti (Cathsen)
e Hassas terazi (Precisa XT 6200)

e Dijital termometre

3.3.6.2 Kan nakillerinin yapilmasi

Alict kopekler, kan naklinin yapilacagr masalara alindi ve anjiokatlar takildi.
Kan nakline baglamadan 6nce, 0. dakikada solunum ve kalp atim sayilari, viicut 1s1s1 ve
kapiller dolum zamani belirlendi. Aynmi parametreler, nakilin 10., 20., 30., 60.
dakikalarinda ve nakili takip eden ilk 6 saate kadar saat basi, kan naklini takip eden 6.
saatten 30. saate kadar 12 saatte bir, ardindan 42., ve 54. saatlerde kaydedildi. Aym
siireler sirasinda hayvanlar kusma, yiizde sisme ve hematiiri yoniinden gozlemlendi.
Kan nakli ilk 30 dakika boyunca 0,5 ml/dak (12 saniyede 1 damla) ardindan 2 ml/dak (3

saniyede 1 damla) hizinda olmak iizere 6 ml/kg canli agirlik dozunda yapildi.

Biitiin kan nakilleri basladiklar1 saatten itibaren, ortalama 2 saat icinde
tamamlandi. Kan nakli biten alict kopekler, alisik olduklar1 bireysel kafeslerine geri
konuldu. Idrar rengi ve kusma gibi semptomlarin rahat gozlenebilmesi amaciyla, alici

kopeklerin kafeslerine hasta petleri (Hohenhaus 2003) serildi.

3.4 Al kopeklerin immiinolojik analizleri
Toplam T lenfosit ve T lenfosit alt tipleri ve B lenfosit yiizde oranlar1 belirlendi.

Notrofiller, fagositoz, kemotaksi ve oksidatif patlama 6zellikleri yoniinden incelendi.

3.4.1 immiinolojik analizler icin kullanilan soliisyonlar ve hazirlams1

e Paraformaldehit (%1) (Sigma-Aldrich, P6148)
e Fosfat buffer soliisyonu pH=7,4 (PBS) (Sigma)

PBS soliisyonu hazirlamak igin, 1 tablet PBS 100 ml distile su iginde
coziindiiriildi. PBS iizerine 1 gr paraformaldehit ilave edilip 100°C’de 1 saat
kaynatilarak %1’lik paraformaldehit hazirlandi.
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3.4.2 immiinprofil

3.4.2.1 Kullamilan malzemeler

e Heparin antikoagiilanli 10 ml kan 6rnegi
¢ Flow Sitometri (BD FACS Calibur)

e Santrifiij (Niive, NF 1000 R)

¢ 5Sml polysteren Flow tiipleri (BD)

e Otomatik pipet

e mAb’lar (Serotec)

e Lyzing bufer (BD 349202)

®  9%]1’lik paraformaldehit (Sigma-Aldrich, P6148)

3.4.2.2 Alc1 kopeklerde immiinprofil

CD3", CD4", CD8", CD45RA", CD45RA'CD4" ve B lenfosit yiizde oranlari,
tam kan lizis (TKL) yontemi ile (Faldyna ve ark. 2001) belirlendi. 100 pl heparinize
periferik kan ornegi iizerine adi gecen antikorlardan 5 pl eklenerek 20 dakika oda
1s1sinda, karanlikta inkiibe edildi. RBC’leri lize etmek icin tiip basina 2 ml Lyzing
buffer ilave edildi ve yine karanlikta, oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonu
takiben hiicreler 2000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 hiicre pelleti
PBS ile yikandi ve herbir tiipe, 500 pl %1°lik paraformaldehit ilave edildi.

CD45RA yiizey molekiilii i¢in indirekt, diger yiizey molekiilleri direkt boyama
teknigi kullanilarak TKL yontemiyle belirlendi ve % ekspresyonlart Facs Calibur
cihazinda CELLQuest™ kullanarak saptandi. Calismada kullamlan fluorescein
isothiocyanate (FITC) ve phycoerythrin (PE) konjiige, ticari olarak elde edilen
mAb’larin spesifite ve izotipleri Tablo 3-3’de gosterilmistir. Lenfosit popiilasyonlari
forward - onden (FSC) ve side - yandan (SSC) sacilim Ozelliklerine gore belirlenmis
(Sekil 3-8) ve floresan isaretli tiipler flow sitometriden gegirilerek, hiicre yiizey molekiil

ekspresyonu % olarak belirlenmistir.



Tablo 3-3: Yiizey molekiilii ekspresyonu tayininde kullanilan mAb'lar

Monoklonal antikor Spesifitesi Izotip

Rat IgGG2a Negatif kontrol: FITC ~ |Rat mAb IgG2a IgG2a (rat)

Mouse IgG1 Negatif kontrol: FITC |Mouse mAb IgG1 IgG1 (mouse)

Mouse anti-canine CD3: FITC Total T lenfosit IgG1 (mouse)
Rat anti-canine CD4: FITC Yardimer T lenfosit | IgG2 (rat)
Rat anti-canine CD8a: RPE Sitotoksik T lenfosit |IgG1 (rat)
Mouse anti-canine CD45RA Naif T lenfosit IgG1 (mouse)

F(ab’), rabbit anti-mouse 1gG: RPE
Mouse IgG Mouse IgG
(seconder antikor)

Mouse anti-canine B hiicre: RPE B lenfosit IgG1 (mouse)
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Sekil 3-8: Bir ornegin FSC-SSC, CD8a, B lenfosit ve CD4 ve CD45RA lenfosit
popiilasyonunun kapilanmasi

3.4.3 Notrofil fonksiyon testleri

3.4.3.1 Kullanilan malzemeler

¢ 10 ml Heparin antikoagiilanli kan 6rnegi
¢ Flow Sitometri (BD FACS Calibur)

¢ Santrifiij (Niive, NF 1000 R)

¢ 5ml polysteren flow tiipleri (BD)

e Otomatik pipet

¢ Subanyosu (37°C)
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e Hystopaque®-1077 (Sigma-Aldrich,105K6168)

e Phosphate buffer saline pH=7,4 (PBS) (Sigma)

e E. coli (5x10°) (1.0U. Capa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji AbD)

¢ N-Formyl-Met-Leu-Phe (f-MLP) (InM/ml) (Fluka, BioChemika 47729)

e Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (20 pg/ml) (Sigma)

3.4.3.2 Notrofil fonksiyon test yontemi

1:2 oraninda Hystopaque Ficoll iizerine heparinli (van Eeden ve ark. 1999) tam
kan Ornekleri yayild1 ve 15-20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bu siirenin sonunda,
RBC’ler iizerinden plazma ile Ficoll interfazi arasinda kalan polimorfoniikleer 16kositler
toplanildi. Negatif kontrol, fagositoz, kemotaksi ve oksidatif patlama ol¢iimleri i¢in 4
ayr tiipe 10 pl dihydro-Rhodamine 123 boyasi (10 pug/ml) ve iizerine 20 pl hiicre
(5%10%) pipetlendi. Tiipler su banyosunda 20 dakika 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda, negatif kontrol, fagositoz, kemotaksi ve oksidatif patlama tiiplerine sirasiyla
her bir tiipe 10 pl olacak sekilde PBS, E.coli, f-MLP ve PMA pipetlendi. Ardindan
tiipler, 0. ve 20. dakikalarda flow sitometriden gecirilerek, sirasiyla X; ve X,
degerlerleri saptand (Sekil 3-9). Iki l¢iim arasinda tiipler 37°C su banyosunda inkiibe
edildi. X,/X; orami ile fagositik indeks hesaplandi (Bilgic ve ark. 2007).
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3.4.4 Lokosit yiizdelerinin belirlenmesi

3.4.4.1 Kullamilan malzemeler

e 5 ml EDTA antikoagiilanli kan 6rnegi
e May Griinwald soliisyonu

® (Giemsa ana erigi

e Distile su

e Lam ve lamel

3.4.4.2 Yontem
Kan oOrneklerinden hazirlanan frotiler Papenheim’in Panoptik boyama
yontemiyle boyandi ve 1sik mikroskobunda immersiyon objektifiyle sayim yapildi

(Cotelioglu 2002).

3.5 Istatistiksel degerlendirme

[statistiksel analizler SPSS 13.0 programinda yapildi, minimum onemlilik
diizeyi olarak p<0,05 kabul edildi. Veri setinin analizi i¢in General Linear Model
prosediirii izlendi. Kullanilan istatistik modelde sabit faktor olarak grup (BC-LD ve
non-BC-LD), giin (0., 10., 21., 31. ve 42.) ve grup X giin interaksiyonu yer ald1.
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4. BULGULAR

4.1 Kangal’larda DEA 1.1 negatiflik diizeyi
Kangal kopeklerde DEA 1.1 negatiflik diizeyi %38,30 oraninda saptandi. DEA
1.1 pozitif olan test sonuglarinin %?22,41’inde mindr agliitinasyon saptandi. Rastgele

secilen Kangal’lardan sadece 2’si Dirofilaria seropozitifti.

4.2 Capraz karsilastirma testleri

Her iki nakil 6ncesinde, major ve mindr testlerinde herhangi bir agliitinasyon ve
kontrol testlerinde de otoagliitinasyon saptanmayip, deneyler boyunca alic1 ve verici
kopekler arasinda yapilan tiim capraz karsilastirma testlerinin uyumlu oldugu saptandi.

RBC’lerde sadece rulo olusumu gozlendi.

4.3 Kan nakli deneyleri

Kan nakli deneylerine baglamadan once verici Kangal’larin hemogram ve bazi
biyokimyasal parametreleri incelendi, her nakil doneminde hemogram tekrarlandi ve
normal smirlar igerisinde oldugu goézlendi. Deneylere baglamadan 6nce hepsinin asi
programlar1 tamamlandi, kan yoluyla bulasabilen enfektif hastaliklar agisindan
seronegatif olduklar1 kesinlestirildi. Tiim deney donemi boyunca koruyucu antiparaziter
tedaviye devam edildi. Verici Kangal kopekler, mizac ve vuciit agirliklart yoniinden bir
inite kan vermeye miisait olup, literatiirde belirtildigi gibi kopeklerden 3 ay arayla kan
toplanildi. Tiim kan nakilleri siiresince, kan naklinin durdurulmasimi gerektirecek
herhangi bir transfiizyon reaksiyonu sekillenmedigi gibi nakilden sonra 54 saat gdzlem

altinda tutulan alicilarda, her hangi bir transfiizyon reaksiyonu ile karsilagilmadi.

4.4 Alc1 kopeklerin immiinolojik analizleri

4.4.1 immiinprofil

Lenfosit yiizey belirteglerine ait grup, giin ve genel ortalamalar ile ortalamalarin
standart hatalar1 Tablo 4-1’de, gruplara gore immiinprofil karsilastirmas: Sekil 4-1’de, T
lenfositlerin giinlere gore karsilastirmas: Sekil 4-2’de, B ve olgunlasmamis T
lenfositlerin giinlere gore karsilastirmasi Sekil 4-3’de sunulmaktadir. Alict kopeklerin
immiinprofil degerlendirmesinde, gruplar arasinda ve grup X giin interaksiyonunda

farklilik saptanmadi.
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CD3" T lenfositler, 0. giinden 31. giine kadar tedricen azald1, 31. giinde hafif bir
artisla 42. giin en diisiik seviyeye ulasti. 42. giinkii diizey, 21. giin hari¢, diger tiim
giinlerle istatistiksel onemde farkli bulundu (p<0,05) (Tablo 4-1, Sekil 4-2).

CD4", CD8', CD4"/CD8" orami (Tablo 4-1, Sekil 4-2), CD45RA",
CD4"CD45RA" ekspresyonu ile B lenfosit yiizdeleri giinler yoniinden anlamli bir
farklilik gostermedi (Tablo 4-1, Sekil 4-3).

4.4.2 Notrofil fonksiyon testleri

Notrofil fonksiyon testlerine ait grup, giin ve genel ortalamalari ile ortalamalarin
standart hatalar1 Tablo 4-2’de, ayrica notrofil fonksiyon testlerinin gruplara ve giinlere
gore karsilagtirmasi sirasiyla Sekil 4-4 ve Sekil 4-5’de sunulmaktadir. Notrofil
fonksiyon testleri yoniinden alict kopeklerde gruplar arasi, giinler ve grup X giin

interaksiyonu yoniinden bir farklilik saptanmadi.

4.4.3 Lokosit tipleri

WBC tiplerine ait grup, giin ve genel ortalamalar ile ortalamalarin standart
hatalar1 Tablo 4-3’de, ayrica WBC tiplerinin gruplara ve giinlere gore karsilastirmasi
sirastyla Sekil 4-6 ve Sekil 4-7’de sunulmaktadir. Cubuk ve parcali notrofil, eozinofil ve
monosit hiicreleri degerlerinde, grup, giin ve grup X giin interaksiyonu yoniinden

anlamli bir sonug¢ saptanmadi.

Lenfositler yiizdeleri, non-BC-LD’lu grupta BC-LD’lu gruba kiyasla belirgin
olarak diisiik bulundu (p<0,05) (Tablo 4-3, Sekil 4-6). Deneylerde, sadece 4 kopekte O.
giinde ve baska bir kopekte 21. giinde normal fizyolojik sinirlar icerisinde bazofil
hiicresine rastlanildi. 0. giin ile 10., 31. ve 42. giinler arasinda bazofil degerleri anlamli
bulunmustur (p< 0,05) (Tablo 4-3). Deneyler boyunca yapilan natif disk

muayenelerinde parazit yumurtasina ve olgun parazitlere rastlanilmada.

4.5 Deplesyon oram ve filtre etkinligi

Bu calismada %96,45 oraninda, 1,4 Log;o diizeyinde WBC deplesyonu elde
edildi. Deplesyon etkinligi Sekil 4-8’de logaritmik olarak ve Sekil 4-9°da gruplara gore
WBC sayilar1 gosterilmistir.



60 -
50

30

% Ekspresyon

20 -
10

40 - | &

BC-LD*

Non-BC-LD**

@ CD3+

O CD4+

O CD8a+

B CD45RA+

B CD4+CD45RA+
@ B Lenfosit

0 CD4/CD8

Sekil 4-1: Gruplara gore immiinprofil karsilagtirmasi

(" BC-LD: WBC miktar1 azaltilmis, = Non-BC-LD: WBC miktar1 azaltilmamis)

80

70 -
in
60 -

50 -

30 -

% Ekspresyon

20 -
10

40 1 | [H

o CD3+
O CD4+
m CD8a+

o CD4/CD8

10

21

Gunler

31

42

Sekil 4-2: T lenfositlerin giinlere gore karsilastirmasi

" p<0,05

81



W CD45RA+
B CD4+CD45RA+

@ B Lenfosit

% Ekspresyon

0 10 21 31 42

Gilnler

Sekil 4-3: B ve olgunlagsmamis T lenfositlerin giinlere gore karsilastirmasi

8,00 ~
» 6,00 -
X
S
.E 4,00 7
S
2,00
0,00 ‘ |
Fagositoz Kemotaksi Oksidatif Patlama
m BC-LD m Non-BC-LD

Sekil 4-4: Notrofil fonksiyon testlerinin gruplara gore karsilastirmasi



83

% indeks

—e— Fagositoz
10 1 —m— Kemotaksi
8 - —a— Oksidatif
Patlama
6 _
4 N
2 N
0
0 10 21 31 42
Glinler

Sekil 4-5: Notrofil fonksiyon testlerinin giinlere gore karsilastirmasi

[%]

@ Gubuk
m Parcali
45 4 m Lenfosit
40 - o Eozinofil
35 - @ Monosit
30
25
20
15
10 =
51
0
BC-LD Non-BC-LD

Sekil 4-6: Lokosit tiplerinin gruplara gore karsilasgtirmasi

" p<0,05



84

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -

[%]
20
15 -

10 -

@ Gubuk
m Pargali
W Lenfosit
0O Eozinofil
@ Monosit

Sekil 4-7: Lokosit tiplerinin giinlere gore karsilastirmasi

100000 -
10000
1000 -
Log10
WBC sayisi
100
10

= Non-BC-LD

= BC-LD

Sekil 4-8: Gruplara gore lokosit sayllarimin logaritmik ifadesi



20000 -
18000 -
16000 -
14000 -
12000 +
10000 +

WBC Sayisi

8000 -
6000 -
4000 | ‘ ‘
2000 - I
o] il M

H BC-LD m Non-BC-LD

Sekil 4-9: Gruplara gore WBC sayilari

85



Tablo 4-1: Lenfosit yiizey belirteclerine ait grup, giin ve genel ortalamalar ve ortalamalarin standart hatasi

CD3* CD4* CDS8* CD45RA*  (D4*CD45RA* B lenfosit CD4/CDS8
Faktor
(%) (X£SX) (%) (X£SX) (%) (XxSX) (%) (X£SX) (%) (X£8X) (%) (X£SX) (%) (X£SX)
BC-LD 62,74 + 1,35 40,57 + 1,22 2139+0,97  53,10+2,46 22,90 + 1,44 20,17+ 1,11 2,24 +0.24
Grup
Non-BC-LD 62,59 + 1,35 42,19+122 19.62+097 4999+246 19,80+ 1,44 1792+ 1,11  275+024
0 66,67 +2,13*  4145+1,93 2081 +1,53 6223+3,89  22.69+247 1915+ 1,75 2,74 +0,38
10 6436+2,13%  42.64+1,93 21,72+1,53  50.65+3,89 21,59 +247 1751+ 1,75  2.26+0,38
Giin 21 61,90+2,13® 4126+ 1,93 2035+1,53 48,11+3,89 1833 +2,14 1932+1,75  2.41+0,38
31 6436 +2,13°  44,84+1,93 2031+1,53 4886+3,89  2222+214 2033+1,75 2,74+038
42 56,05+2,13° 36,71 +1,93 1934+153 4787+389 2191+214 18,92+ 1,75  2.34+0,38
Genel 62,67 + 0,95 41,38 + 0,86 20,51 +0,68 51,54+1,74  2135+1,02 19.05+0,78  2.50+0,17

- Ayn siitiinda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05)
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Tablo 4-2: Notrofil fonksiyon testlerine ait

ortalamalarin standart hatasi

grup, giin ve genel ortalamalar ile

Fagositoz Kemotaksi Oksidatif Patlama
Faktor
(%) (X£SX) (%) (X£SX) (%) (X+SX)
BC-LD 5,723 + 0,607 5,186 + 0,534 6,570 + 0,709
Grup
Non-BC-LD 4,257 + 0,607 4,243 + 0,534 5,586 + 0,709
0 6,572 + 0,960 5,562 + 0,844 8,627 + 1,122
10 4,594 + 0,960 3,941 + 0,844 5,365 + 1,122
Giin 21 4,786 + 0,960 5,251 + 0,844 6,302 + 1,122
31 4,396 + 0,960 3,790 + 0,844 3,845 + 1,122
42 4,600 + 0,960 5,030 + 0,844 6,249 + 1,122
Genel 4,990 + 0,429 4,715 £ 0,377 6,078 + 0,502




Tablo 4-3: Lokosit tiplerine ait grup, giin ve genel ortalamalar ile ortalamalarin standart hatasi

Notrofil (%)
Lenfosit Eozinofil Bazofil Monosit
Faktor Cubuk
ubu

Parcal (X£SX) (%) (X£SX) (%) XESX) (%) (X£SX) (%) (X=SX)

(X£SX)
BC-LD 17,85 + 1,21 33,80+ 1,41 30,25+1,35* 9,10+0,80 0,08+0,04 8,92+0,55

Grup

Non-BC-LD 17,25+ 1,21 36,82 + 1,41 2573+13° 11,07+0,80 0,05+0,04 9,20+0,55
0 16,54 + 1,92 34,88 £2,23 2842+213 10,50+126 025+0,07* 9,71 +0,88
10 21,33 +1,92 35,88 +2,23 25,50+ 2,13 8,63+126 0,00+0,07° 8,67+0,88
Giin 21 15,88 £ 1,92 34,29 +£2.23 30,67 +2,13  10,75+126 0,08+0,07* 8,33+0,88
31 16,79 + 1,92 32,58 +£2,23 2046+2.13 12,13+£1,26 0,00+0,07° 9,04 +0,88
42 17,21 +£1,92 38,92 +2,23 2592 +2,13 842+126 0,00+0,07° 9,54+0,88
Genel 17,55 + 0,86 35,31+ 1,00 27,99 +£0,95 10,08+0,56 0,07 +£0,03 9,06 +0,39

- Ayn siitiinda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05)
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5. TARTISMA

5.1 Kangal Irki kopeklerde DEA 1.1 kan grubu

Erkek kangal kopeklerde, DEA 1.1 negatif kan grubu diizeyi %38,30 olarak
saptanmistir. DEA 1.1 pozitif sonuclarin %22,41’inde mindr agliitinasyon saptandi.
Nitekim Giger ve ark. (2005), DEA 1.1 ve 1.2 antijenlerinin yapisal benzerliginden
kaynaklanan minor agliitinasyonlara isaret etmektedirler. Bu ¢alismada DEA 1.1 pozitif

popiilasyonunun yayginligi kart testi kullanimina baglanabilir.

Uygulanan kan nakilleri hematolojik bir uyumsuzluga veya akut hemolitik
reaksiyonlara yol acmamustir. Bu, nakillerde DEA 1.1 negatif verici kopeklerin
kullanilmis olmasindan kaynaklanmakta olup, diger bildirimlerle uyumludur (Kerl ve
Hohenhaus 1993; Giger ve ark. 1995; Battaglia 2001 p. 62). Birinci ve ikinci kan
nakillerinden Once yapilan capraz karsilastirma testlerinin de hi¢birinde agliitinasyon
saptanmamis olmasi, birinci nakilden sonra alict kopeklerin DEA 1.1 antijenine karsi

duyarl hale gelmediklerini gostermektedir.

5.2 Kan nakli ile bulasan hastaliklar

Bu calismada incelenen kopeklerden ikisinin Dirofilaria seropozitif olmasinin
yam sira, Dirofilariasis (Oncel ve Vural 2005; Toparlak ve ark. 2005), Ehrlichiosis
(Sancak ve ark. 2002), Lyme (Giilanber ve ark. 2007) ve Leishmaniasis (Ozbel ve ark.
2000; Aslantas ve ark. 2005; Dogan ve ark. 2006) hastalik etkenlerinin Tiirkiye’deki
varliginin belgelenmis olmasi, dondr kopeklerin bu hastaliklar yoniinden taranmasini
zounlu hale getirmektedir (Battaglia 2001 p. 62; Bistner ve ark 2000 p. 579; Prittie
2003; Reine 2004; Wardrop ve ark. 2005). Ayrica Leishmania seropozitif donorlerden
kan nakli yapilan alicilara bu hastaligin nakledildigi belgelenmistir (Owens ve ark.
2001; Giger ve Schantz 2002). Kopeklerde enfektif hastaliklarin kan nakli ile bulagma

riskinin LD ile engellenebilecegi belirtilmektedir (Brownlee ve ark. 2000).

5.3 Filtrasyon etkinligi

Oda 1s1s1nda en etkili filtre olmas1 (van der Meer ve ark. 1999), insan ile kopek
WBC c¢ap biiyiikliiklerinin benzerligi (Breazil 1971 pp. 215-217; McClintic 1978 p.
281; Yilmaz 2000 p. 96; Cotelioglu 2002), Avrupa standartlarim1 karsilamasi (van der
Meer ve ark. 1999; Dzik ve ark. 2000; Avrupa Konseyi Yayinlar1 2004b p. 103) ve 1
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verici kopekten 2 alic1 kopek i¢in biri WBC azaltilmis digeri azaltilmamis 2 adet kKRBC
siispansiyonu  hazirlanmasina uygun olmast nedeniyle c¢alismada WBC’lerin

azaltilmasinda Imugard III RC-4P filtresi kullanilmistir.

Bu calismada, filtre edilmeyen (non-BC-LD) ve edilen (BC-LD) kRBC
orneklerinin WBC miktarlar1 karsilastirnldiginda %96,45 (1,4Log;o) diizeyinde bir
filtrasyon etkinligi saptandi (Sekil 4-8). Imugard III RC-4P filtresi kullanimu ile,
insanlarda kan iiriinlerinde ortalama 2x10”’ten daha diisiik seviyelerde WBC kalintisina
rastlanildig1 ifade edilmis (Terumo b) ve bu bilgi BC azaltilmig kRBC {initelerin oda
1s1sinda filtrasyonu icin dogrulanmistir (van der Meer ve ark. 1999). Brownlee ve ark.
(2000) 4°C’ye sogutulmus kopek kRBC siispansiyonlarinda Sepacell-RS2000 dahili
filtre torba sistemi kullanarak %99,99’luk (4Logio) deplesyon diizeyine ulastiklarin
bildirmektedir. Buna karsin, insanlarda 4°C’ye sogutulmus BC azaltilmis kRBC
tinitelerinin Sepacell RZ-200B1 ile filtrasyonunda 3,46Log;o (van der Meer ve ark.
1999) diizeyinde deplesyon elde edildigi ifade edilmistir. Calismamizda WBC’lerin
sozli edilen literatiirlerden daha diisiik diizeyde filtre edilmesi, filtrasyonun islemi
(Brownlee ve ark. 2000) ile BC’nin azaltilmis (van der Meer ve ark. 1999) olmasindan
kaynaklanmig olabilir. Bu arastirmada, BC hatt1 uzaklastirilmis iiriinlerde elde edilen
deplesyon diizeyi ile ¢calisilmistir (Roddie ve ark. 2000; Mynster ve ark. 1998; Karger
ve Kretschmer 2002; Blumberg 2005).

5.4 Saghkh gen¢ melez kopeklerde kan nakillerinin bagisikhik sistemi iizerindeki
etkileri

Literatiirde, kan nakli sirasinda aktarilan WBC’lerin alic1 kopeklerin bagisiklik
sistemi iizerine olan etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunmamais, daha cok kan naklinin
insan veya deney hayvanlarinda organ nakilleri (Opelz ve Terasaki 1978; Noris ve ark.
1999; Tzimas ve ark. 2004), tiimoral olgular (Blumberg ve ark 1986; Blajchman ve ark.
1993; Bordin, Bardossy ve ark. 1994; Mathiesen ve ark. 1998), aort (Haynes ve ark.
2001) ve kalp ameliyatlar1 (van de Watering ve ark. 1998) iizerindeki etkileri ve
transfiizyon reaksiyonlari (Turner ve Ironside 1998; Lin ve ark. 2002; King ve ark.

2004) incelenmistir.

Kopeklerde yas, 1k, cinsiyet gibi faktorlerin ve cesitli hastaliklarin bagisiklik
sistemi iizerindeki etkilerinin incelenmesinde flow sitometri ile immiinfenotipleme

oldukca yaygin kullanim alani bulmustur (Chabanne ve ark. 1995; Dirscherl ve ark.
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1995; Greeley ve ark. 1996; Bourdoiseau ve ark. 1997; Byrne ve ark. 2000; Faldyna ve
ark. 2001; Heaton ve ark. 2002). Immunfenotipleme tekniklerinin kopeklerde T ve B
hiicre lenfoma teshis ve prognozunda da kullandig1 belirtilmektedir (Winnicka ve ark.
2002; Miniscalco ve ark. 2003; Sozmen ve ark. 2005; Guija de Arespacochaga ve ark.
2007). Nitekim, periferik kandaki lenfositlerin, mAb’lar ve flow sitometri ile fenotipik
olarak degerlendirilmesi, multiparametrik, kalitatif ve kantitatif bir teknik olarak ileri
stirilmektedir (Byrne ve ark. 2000). Calismamizda lenfosit alt tiplerini belirlemek icin
tercih edilen TKL yontemi, kiiclik hayvan hekimliginde toplanilabilen kan hacminin

sinirlt olmasindan dolay: tercih edilmistir (Faldyna ve ark. 2001).

Calismada alict olarak secilen melez erkek kopeklerin 1-3 yas arasinda
olmalarina 6zen gosterilmistir. Nitekim, Labrodor retriever irki kopeklerde yasin
hiicresel bagisiklik sistemi {izerindeki etkisini inceleyen calismalarda, yasin
ilerlemesiyle toplam T (CD3") ve CDS8" sitotoksik T lenfosit yiizdelerinin arttigi
(Greeley ve ark., 1996; Heaton ve ark. 2002), B lenfosit ylizdelerinin ise azaldigi
saptanmstir (Greeley ve ark. 1996). Buna karsin, Beagle 1rki kopeklerde, CD3" lenfosit
yiizdelerinde, artan yas ile herhangi bir degisim saptanmamistir (Byrne ve ark. 2000;
Faldyna ve ark. 2001). Greeley ve ark. (1996) ile Byrne ve ark. (2000), irk farkligina
ragmen, B lenfosit oraninin yas ile azaldigi konusunda birbirini desteklemektedir.
Ayrica Greeley ve ark. (1996) ayni calismada, ilerleyen yas ile mitojen cevabin erkek

kopeklerde disilere nazaran daha etkin oldugunu da vurgulamaktadir.

Bu calismada, CD4%, CD8*, CD45RA", CD4'CD45RA" ve B lenfosit
yiizdelerinde giinler yoniinden bir farklilik saptanmamis (Tablo 4-1, Sekil 4-2 ve 4-3),
keza CD4/CD8 oraninda da bir degisim goriilmemistir.

1,4Log o (%96,45) diizeyinde yapilan LD (Sekil 4-8) ile aktarilan kRBC {iriinii,
alicilarda CD3, CD4, CDS8, CD45RA, CD4CD45RA molekiil ekspresyonu, B lenfosit
yiizdesi ve CD4/CD8 orani yoniinden gruplar (BC-LD ve non-BC-LD) arasinda bir
degisiklige neden olmamistir (Tablo 4-1, Sekil 4-1). Sonuglarimiz, immiinprofilde
WBC'’lere baglh zararh etkilerin olusmadigin1 desteklemektedir. Buna karsin arastirilan
siire icerisinde, BC-LD grubuna oranla non-BC-LD grubuna dahil alic1 kopeklerin
lenfosit yiizdesinde saptanan diisiis (Tablo 4-3, Sekil 4-6), non-BC-LD grubunda
aktarilan WBC’lerin alic1 lenfosit ylizdesinde bir baskilanmaya neden oldugunu

gostermektedir. Ayrica, CD3" T lenfosit yiizdesinin zamana bagl azalma gosterdigi
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belirlenmistir (Tablo 4-1, Sekil 4-2). CD3 ekspresyonunun 1. kan naklinden sonra, 31.
giin hari¢ siirekli bir azalma gosterdigi, 42. giinde ise en diisiikk seviyeye indigi
goriilmekte dolayisiyla, kan nakli yapilan kopeklerde T lenfosit yiizdesinin zamana ve
nakil sayisina bagli olarak azaldigi ileri siiriilebilir. Nakil sonrasi incelenen siirenin
uzatilmas1 immiinsuppresif etkilerin daha belirgin olarak ortaya c¢ikmasina neden
olabilir. Nitekim insanlarda LD yapilmamis ve BC azaltulmis kan nakli
karsilastirmasinda, immiinsuppresif etkilerin 6 ay sonra devam ettigi saptanmistir
(Mathiesen ve ark. 1998). Ayrica bir ¢ok calismada, uygulanan iinite sayisinin
artmasityla kan naklinin immiinsupressif etkisinin daha belirgin olarak gdzlenmesi
(Opelz ve Terasaki 1978; Vamvakas ve Carven 1998; van de Watering ve ark. 1998),
calismamizda ikinci nakilden sonra 42. giinde elde edilen CD3" T lenfosit yiizdesinin
azalmasin1 agiklamaktadir. Dolayisiyla, saglikli kopeklerde kan nakli sayisinin

artirilmasi ile immiinsupresyonun daha belirgin bir hale gelebilecegi soylenebilir.

Literatiirde saglikli kopeklerin CD4"CD45RA" molekiil ekspresyonlarina dair
bilgi bulunamamaktadir. Bu nedenle bu parametrelere ait elde edilen veriler saglikli 1-3

yas arasi erkek melez kopekler i¢in referans deger olarak kabul edilebilir.

Farkli calismalarda (Chabanne ve ark. 1995; Dirscherl ve ark. 1995; Greeley ve
ark. 1996; Faldyna ve ark. 2001) ortalama yaslar1 2,4-5,5 arasinda olan k&peklerin
CD3", CD4", CD8", CD45RA", B hiicre yiizdeleri ile bu ¢alismadaki 0. giin (Tablo 4-1,
Sekil 4-2 ve 4-3) degerleri arasinda benzerlik bulunmaktadir. Bu ¢alismada, elde edilen
genel CD4" yardimcr T lenfosit yiizdeleri, melez kopeklerde TKL yontemiyle lenfosit
popiilasyonu dagilimini inceleyen Byrne ve ark.’1in (2000) sonuglart ile ayn1 dogrultuda
olup, CD3*, CD8" ve B lenfosit yiizdeleri daha diisiik bulunmustur. Bu farkliliklar
kullanilan mAb’larin klon ve kaynagi, incelenen hayvanlarin irk ve yasi, protokol ve
analiz yontemlerine baglanabilir (Byrne ve ark. 2000). CD4/CDS8 oraninin grup, giin ve
genel ortalamalara ait tiim sonuglar kopeklerle yapilan calismalarin kontrol kollarinda
saptanan degerlerle ortiismektedir (Chabanne ve ark. 1995, Dirscherl ve ark. 1995,
Greeley ve ark. 1996, Faldyna ve ark. 2001). Nitekim, CD4" veya CD8" T lenfosit

yiizdelerinde bu orani degistirecek kadar 6nemli degisimler sekillenmemistir.

Kopeklerde, hastaliklarin bagisiklik sistemi iizerindeki etkileri incelendiginde,
baz1 hastaliklarda CD4" yardimci T lenfosit diizeyinin azaldigi ancak CD8" sitotoksik T

lenfosit yiizdesinin arttig1 dolayisityla CD4/CD8 oraninin azaldigi, B lenfosit yiizdesinin
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ise azaldig1 (Chabanne ve ark. 1995; Caswell ve ark. 1997; Bourdoiseau ve ark. 1997;
Guglielmino ve ark. 2004), viral etkenlerde CD4", CD8" ve B lenfosit yiizdelerinin
azaldig1 (Schobesberger ve ark. 2005), kanser vakalarinda ise CD4" ve CD8" T lenfosit
yiizdelerinin azaldigi buna karsin B lenfosit ylizdesinin arttifi saptanmistir (Winnicka
ve ark. 2002). Kanser vakalarinda kan iriinleri kullaniminin desteklendigi de
diisiiniildiiginde (Rudloff 1995; Hohenhaus 2003) bagisiklik sisteminde gozlenen bu
degisimlerin, bir ¢cok hastalik durumunda goézlenebilecegi ve kan nakli ile additif etki
gostererek bagisiklik sisteminin daha cok baskilanabilicegini diisiindiirmektedir.
Nitekim, alicilarin saglik durumunun, kan nakline kars1 gelisecek immun cevapta kritik

bir rol oynacag belirtilmektedir (Semple 2004).

Ikinci kan naklinden 10 giin sonra yapilan 31. giin 6l¢iimiinde CD3, CD4,
CD45RA, CD4CD45RA molekiil ekspresyonlarinda anlamli olmamakla birlikte bir artig
gozlenmistir (Tablo 4-1, Sekil 4-2 ve 4-3). T lenfosit belirteclerindeki artis, alici
kopeklerin 2. kan nakline karsi olusan gecici hiicresel bir tepki olabilecegi gibi
(Mathiesen ve ark. 1998), ikinci kan naklinden sonra aktarilan donér WBC’lerin

proliferasyonundan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Lee ve ark. 1995).

Bazofil hiicreleri yiizde ortalamalarinda 0. giinde, 21. giin hari¢ diger giinlere
gore saptanan anlamli artis normal fizyolojik smurlar (Cotelioglu 2002) igerisinde

bulunmusur (Tablo 4-3).

Sunulan bu calismada, fagosit fonksiyonlarinin degerlendirmesinde, WBC
miktar1 azaltilmis (BC-LD) ve azaltilmamis (non-BC-LD) kan nakli uygulamasinda
fagositoz, kemotaksi ve oksidatif patlama 6zelliklerinde anlamli bir fark saptanmamustir
(Tablo 4-2 ve Sekil 4-4 ve 4-5). Fagositoz 6zelligi birinci kan naklinden sonra azalmais,
kemotaksi oranlar1 0. giine kiyasla dalgalanmalar gostermis, her kan naklinden sonra
azalmig fakat her iki kan naklinden 21 giin sonra (21. ve 42. giinler) tekrar 0. giin
degerine yaklasmustir. Oksidatif patlama ise, 0. giine kiyasla, her kan naklinden 10 giin
sonra (10. ve 31. giinler) azalmis fakat sonra (21. ve 42. giinlerde) tekrar artmistir (Sekil
4-5). Sonuglar arasinda bir anlam bulunmayisi, 1,4Log)y diizeyinde yapilan
deplesyonun saglikli kopeklerin notrofil fonksiyon testlerinde bir degisime neden
olmadigin1 gostermektedir. Ancak bu diizeyde BC-LD yapilan kan iiriinlerinin hasta
hayvanlara nakledilmesiyle notrofil fonksiyonlarmin farkli sonuglar gosterebilecegi

gozardi edilmemelidir.
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5.5 Sonu¢

Bu calismada Kangal irki1 kopeklerde DEA 1.1 negatiflik oran1 %38,30 olarak
saptanmistir. DEA 1.1 kan grubunun, Tiirkiye’de yetistirilen tiim Kangal irki1 kdpek
popiilasyonunda, cinsiyeti de bir faktor olarak degerlendirerek daha genis kapsamda
incelenmesinin faydali olacag disiiniilmektedir. DEA 1.1 pozitif kopeklerin
%22,41’inde minor agliitinasyon saptanmistir. Bu nedenle Kangallarin DEA 1.2, 3, 4, 5
ve 7 gibi diger kan gruplart acisinda da incelenmeleri universal donor olup

olmadiklarinin belirlenmesinde etkili olacaktir.

Sunulan c¢alismada, saglikli kopeklerde kan naklinin immiinite {izerindeki
etkileri incelenmistir. Nitekim hastalik durumunda kan nakline karsi gelisen immiin
cevabin niteligini anlayabilmek icin Oncelikle saglikli hayvanlarda godzlenmesinin

Onemi biiyiiktiir.

kRBC nakli yapilan saglikli alicilarda CD3" ve WBC tiplerinden lenfosit
yiizdeleri hari¢ incelenen parametreler yoniinden belirgin bir immiinsupresyon
gozlenmemistir. Calisma bulgulari, BC-LD’lu AKN’nin saghikli képeklerde yogun bir
immiinsuppresif etkisinin olmadigim gostermektedir. Ancak, saglikli kopeklerde non-
BC-LD, BC-LD ve LD’lu nakillerin karsilastirmali olarak yapilmasi olasi

immiinmodiilasyonun anlagilmasinda yarar sagliyacaktir.

Bunun yamisira bu calisma, kan nakli yapilan hasta hayvanlarin
immiinomodiilasyon yoniinden incelenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Nitekim,
hastalik halinde bagisiklik sisteminin fizyolojik sinirlar disinda calistigi varsayilirsa,
hasta kopeklerde yapilan kan nakillerinin bagisiklik sistemi {izerinde yaratacagi
immiinomodiilasyonun farkli sonuglar doguracagir olasidir. Bu nedenle, sunulan
bulgularin hasta kopeklerde yapilan kan nakli ile bagisiklik sistemi arasindaki iligkinin
saptanmasina  yonelik  yapilacak  diger calismalara  yardimci  olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Lisans L.U. Veteriner Fakiiltesi 2000
Lise Galatasaray Lisesi 1995

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Y1)
) L.U. Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji

1. Aras. Gor. Anabilim Dali 2001-2007
2. Veteriner Hekim Anatolia Hayvan Hastanesi 2000-2001
3. -
Yabana  |Okudugunu N . | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
Ingilizce |Cok iyi Cok iyi Cok iyi 83
Fransizca |Cok iyi Iyi Iyi

*Cok iyli, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam 50,175 51,202 52,229
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
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