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1. GIRIS VE AMAC

Medikal tedavilerdeki gelismelere paralel olarak kullanimi siirekli artan trombosit
siispansiyonlar1 yasami tehdit eden tiim trombositopenik durumlarda, dogumsal veya
edinsel trombosit fonksiyon bozukluklarinda etkin ve yaygin olarak kullanilmakta
olan kan driinlerindendir. 1960’11 yillarda santrifligasyonla ayrilmaya baglanan
trombositler, artik giiniimiizde aferez iglemi ile elde edilmekte ve tek bir vericiden 8
{initeye kadar toplanabilmektedir. Ancak trombositlerin toplanmasi, saklanmasi ve
graft versus host hastaligi (GVHD) riskini azaltmak i¢in 1gmlanmas: siireglerinden
gecerken canliligim ve fonksiyonlarim siirdiirebilmelerine etki eden faktérlerin ¢ok
iyi bilinmesi ve gerekli Onlemlerin alinmasi gerckmektedir. Aksi halde islem
amacina ulasamayacaktir. Ornegin trombositlerin aferez yOntemiyle toplanmasi
sirasinda yani heniiz depolanma Oncesi dénemde lokosit filtrasyonuna maruz
birakilirsa CD62 ve CD63 gibi aktivasyon belirleyicilerinin ekspresyonu artabilir;
bu da trombosit morfolojisini degistirip irreversible mikropartikiillerin (agregatlarin)
olusmasina neden olabilir. Ayrica bu filtre edilmis iinitelerde C3 seviyesinden
baslayarak kompleman aktivasyonu baslayabilir ki bu da pihtilagma veya fibrinolitik
sistem aktivasyonuna yol agabilir(1). Trombositlerin saklanmasi ise diger bir kritik
asamadir. Trombositler oda sicakliginda (20-24°C) hafif ajitasyon altinda 5 gilin
saklanabilir; bu siitenin sonunda trombositlerin %25°1 canlihigim kaybeder(2).
Trombositlerde apoptotik mekanizmalarin  bir g¢ogu bulunur. Trombosit
aktivasyonundan bagimsiz olarak da depolanma kosullanyla iligkili olarak apoptoz
goriilebilir(3). Trombositlerin gamma iginlarina maruz birakilmasi ve bu haliyle
depolanmasinin trombosit fonksiyonlarii etkileyebilecegi olasiigi da diger bir
tartisma noktasidir. Her ne kadar bu iglem en az 20 yildan beri uygulamiyorsa da
fizerinde olduk¢a az ¢alisma yapilmustir ve daha objektif verilere gereksinim
vardir(4).

Biz bu tez c¢aligmasinda trombositlerin  aferezden itibaren toplanma,
depolanma ve 15inlanma agamalarinda aktivasyonuna neden olma olasilift bulunan
serbest oksijen radikallerini aragtirdik. Zira trombositlerin reaktif oksijen tlrleri
firettigi artik kabul edilmektedir(5). Bu tiretimin trombosit toplanmasi, saklanmas: ve



isinlanmast ile olan iligkilerini aragtirarak daha 6nce trombosit stispansiyonlarinda

hi¢ ¢alisilmamus bir konuya 11k tutmaya caligtik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Aferez
2.1.1. Tamm

Aferez Latince’de “uzaklagtirma”, “ayirma” anlamlarma gelen bir sdzciiktiir(6).
Hemaferez ise tam kanin donér veya hastadan alinarak komponentlerine ayrilmasi,
istenen komponentin tutularak geri kalan kisimlarin donor veya hastaya geri
verilmesi iglemine verilen isimdir(7). Giinliimiizde aferez islemleri geligen
teknolojiye  paralel olarak Dbilgisayarli otomatik cihazlar aracilir ile
gerceklesmektedir. Bu cihazlarla yapilan islemler 6zelliklerine gére degisik isimler
almaktadir. Aferez iglemi dncelikle iglemin uygulandig kisiye gore adlandirlmakta
olup eger islem goniillii donorlerde kan komponentlerini gereksinimi olan hastalara
vermek igin gergeklestiriliyorsa buna dondr aferezi denmektedir. Eger bu islem hasta
i¢in zararli oldugu diigiiniilen kan komponentlerinin hastadan uzaklastiriimas1 amaci
ile gergeklestiriliyorsa terapotik aferez adin1 almaktadir(8).

Diger bir isimlendirme ise aferez sirasinda uzaklastirnlan komponente goére
yapilmaktadir. Ayrilmasi istenen kisim kanin hiicresel elemanlar ise genel olarak bu
islemlere sitoferez ad1 verilmektedir. Plateletferez (trombosit aferezi) trombositlerin
toplanmasi1 ve uzaklagtirilmas: igin yapilan aferez iglemine verilen addir(9,10). Bu
islem transfiizyon amaci ile géniillii dondrlere uygulanabilecegi gibi bir grup hastada
(myeloproliferatif ~hastaliklar) zararlh oldugu digiintilen bu komponentin
uzaklastirilmas: i¢in de gergeklestirilebilmektedir(11,12). Lokoferez dondr veya
hastalarda 16kositlerin toplanmasi ve uzaklagtirilmasi igin yapilan aferez islemlerine
verilen addir(13). Goniillii donérlere degisik amaglarla 16kosit aferezi yapmak
miimkiindiir. Notropenik hastalara tedavi amaci ile verilmek {izere graniilositlerin
toplanmasi1 islemine graniilosit aferezi denmektedir(14,15,16). Kok hiicre nakli
yapmak igin uygun dondrlerden kok hiicrelerin toplanmas: (allojenik nakil) igin
gercgeklestirilen aferez iglemlerine ise kok hiicre aferezi adi verilmektedir(17). Bu
islem dondrlere yapilabildigi gibi, hastalarin kendi hiicreleri toplanarak periferik kok
hiicre nakli (otolog nakil) yapilmak istenen hastalara da uygulanmaktadir. Yine bir
grup hastada (kronik ve akut l6semiler) anormal olarak artan 16kosit sayilarm

azaltabilmek amaci ile terapdtik lokoferez islemleri yapilmaktadir(18,19,20).
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Lenfositleri kandan uzaklagtirarak bagigiklik sistemlerim baskilamak igin hastalara
yapilan aferez islemlerine lenfosit aferezi denmektedir(21). Uygun dondrlerden daha
geng ve daha fazla miktarda eritrosit toplamak i¢in yapilan aferez iglemlerine eritrosit
aferezi ad1 verilmektedir.Eritrosit aferezi orak hiicreli anemi gibi hastaliklarda
eritrosit degisimi (exchange transfiizyon) yapmak amaci ile hastalara da uygulanan
bir yontemdir(8). Aferez iglemi ile toplanmasi ve uzaklastirilmasi planlanan kan
komponenti plazma ise yapilan bu igleme plazmaferez denmektedir. Tek bir goniillii
dondrden transfiizyon amact ile diger toplanan komponentlere ek olarak veya daha
fazla miktarda plazma toplayabilmek ic¢in gerceklestirilebilecegi gibi bu islem
hastalara tedavi amaci ile de uygulanabilmektedir. Plazmalarinda kendileri igin
zararli oldugu diisiiniilen antikorlar, immiin kompleksler, toksinler veya ne oldugu
bilinmeyen ancak plazmada oldugu diisiiniilen maddeleri bulunduran hastalarda
plazmanin uzaklagtirilmasi i¢in gerceklestirilen bu islemlere terapotik plazmaferez
denmektedir(9,22). Degisik y6ntemler kullanarak hastalarin plazmalarinda bulunan
ve hastalar igin zararlh oldugu diisiiniilen bu maddeleri selektif olarak dolagimdan
uzaklagtiran yeni yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler plazmadan uzaklagtirilan
patojen (hastalik yapici) maddelere gore degisik isimler almaktadir, Grnegin:
plazmalarinda bulunan patolojik antikorlar ve immiin komplekslerin uzaklagtirnlmasi
i¢in yapilan aferez iglemlerine immiinadsorpsiyon aferezi, anormal olarak artmis
yaglarin uzaklagtirilmasi i¢in yapilan aferez islemlerine LDL aferezi, biliriibinlerin
plazmadan uzaklagtirilmas: igin yapilan aferezlere ise biliriibin aferezi adlan
verilmektedir. Her gegen giin kanda bulunabilecek degisik patojen maddelerin
uzaklastirilmasi i¢in yeni aferez yontemleri gelistirilmekte ve uzaklagtirilan maddeye
gore isimlendirilmektedir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda kanda biriken tiremik
toksinlerin uzaklagtirilmas: amaci ile yillardir uygulanan hemodiyaliz iglemleri de

aslinda bir aferez yontemidir.

2.1.2. Islem

Aslinda kamin damardan akitilmasi, hastalik yaptig1 diigtiniilen kanin uzaklagtirilmasi
amaci ile ¢ok eski yillardan beri kullanilan bir tedavi yontemidir. Kan ve dolagim
sistemi hakkindaki bilgilerin artmasina paralel olarak plazmaferez tedavi amaci ile
ilk kez 1914 yilinda Abel ve arkadaslar1 tarafindan uygulanmigtir(23). Daha sonralari
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santrifiij yontemi ile kan komponentlerine ayrilmaya baslandiktan ve plastik kan
torbalarn {iretimine gegildikten sonra dondr veya terapdtik hemaferez uygulamalarn
manuel veya yan otomatik yontemler kullanilarak yapilmaya baglanmigtir. 1950'i
yillarin sonu ve 60'h yillarin basina dogru otomatik ydntemlerle kami alip
komponentlerine ayiran santrifiij prensibi ile ¢alisan iki yeni sistem tiretilmistir(24).

1970 ve 80'l yillara gelindiginde ise gerek teknolojide izlenen gelismeler
gerekse malignitelerin tedavileri i¢in daha yogun olarak uygulanmaya bagslanan
kemo-radyoterapilere paralel olarak aferez cihazlari da 6nemli gelismeler kaydetmis
ve giinlimiizde hasta ve dondr giivenligini esas alan. kullanimi kolay, islem siiresi
kisa ve oldukga saf komponentler ayirabilen bilgisayarli modern cihazlar
gelistirilmigtir. Giintimiizde en sik kullanilan aferez cihazlar1 arasinda Cobe Spectra;
Fenwal CS3000 Plus, Amicus, Autopheresis C; Fresenius AS 104, AS 204;
Haemonetics Model V50, MCS, MCS Plus, PCS-2 yer almaktadir(25).

Bu cihazlarda kamin komponentlerine ayrilmasit i¢in baglica santrifiij ve
filtrasyon yontemleri tek baglarina veya kombine olarak kullammaktadir. Santrifiij
yonteminde kanin komponentlerine ayrilmasi santrifiij sirasinda olugan merkezkag
kuvvetinin etkisi ile 6zgiil agirliklar1 birbirinden farkli olan kan hiicreleri ve
plazmanin ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Bir tiip i¢inde kan santrifiij edilecek
olursa 6zgiil agirliklarina gore hafiften agira dogru plazma, trombosit, mononiikleer
hiicreler, graniilosit ve eritrosit olarak siralanmaktadir. Filtrasyon yonteminde ise kan
komponetleri biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilmaktadir. Kan belirli basing
altinda {izerinde belirli ¢apta delikler bulunan membranlardan gecerken deliklerden
daha kiigiik ¢apa sahip olan komponentler membramin diger tarafina gegmekte, cap1
biiyiik olanlar ise i¢ kisimda kalarak ayrilma iglemi gergeklesmektedir. Bu ySntem
plazmanin ayrilmasi amaci ile daha sik kullanilan bir yontemdir

Aferez iglemleri her biri kullanilacak olan cihaz i¢in 6zel olarak tiretilmis,
tlimii steril, tek kullanmimlik setler ile yapilmaktadir. Bu islemler sirasinda hasta veya
dondriin genis ¢apli bir toplar damarina girilerek kan hiz1 ayarlanabilen bir pompa
aracilig ile alinmakta ve bu sirada antikoagiilan bir soliisyon, genellikle acid citrate
dextrose (ACD) ile sabit bir oranda kangstirilarak aferez iglemleri sirasinda kanm
pthtilagmas1 Onlenmektedir. Daha sonra alman bu kan, komponent ayriminin
gerceklestirilecegi santrifiij bolgesine génderilmektedir. Uretici firmalarm kendi
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cihazlar1 icin gelistirdikleri degisik sekillerde dizayn edilmis santrifiij boliimleri
bulunmaktadir ve cihazlara gére bowl, seperation chamber, tubular rotor gibi farkly
isimler kullanilmaktadir. Kesikli akim prensibi ile caligan cihazlarda santrifiij
béliimiine alman kan komponentlerine ayrildiktan sonra istenen komponent bir
torbada tutulmakta ve geri kalan komponentler hasta veya dondre geri verilmektedir.
Bu sekilde bosalan santrifiij alami tekrar kan alimi ile doldurularak kan
komponentlerine ayrilmakta ve aym islemler sikluslar seklinde tekrarlanmaktadir. Bu
cihazlarda genelde tek bir damar yolu kullanildig: i¢in bu durum hasta veya donér
agisindan bir avantaj olmakla beraber aym1 damar yolu hem alig hem de doniis yolu
olarak kullanildig1 i¢in iglem siiresi uzayabilmektedir. Ayrica bu cihazlarin damar
disinda bulunan (ekstrakorporal) kan hacimleri daha fazla oldugu igin voliim
degisikliklerine bagli kardiyovaskiiller yan etkiler daha sik izlenebilmektedir.
Devamli akim prensibi ile ¢aligsan cihazlarda ise genellikle iki damar yolu (alig ve
doniis) kullanilmaktadir. Antikoagiilan soliisyonla karistirilarak hastadan alinan kan
bir yandan siirekli olarak santrifiij boliimiine pompalamirken burada merkezkag
kuvvetinin etkisi ile birbirinden ayrilan kan komponentleri belirli noktalardan siirekli
olarak ¢ekilmektedir. Boylece toplanmas: istenen komponent torbada tutulurken geri
kalan komponentler doniiy yolundan hasta veya donérlere siirekli olarak geri
verilmektedir. Bu cihazlar ile islem stireleri daha kisa stirmekte ve damar disi kan
hacimleri daha diisiik oldugu i¢in kardiyovaskiiler yan etkiler daha az izlenmektedir.
Hasta veya dondrlere ¢ift damar yolu agmak 6nemli dezavantajlarindan biri olmakla
birlikte ¢ogu cihazin tek kol prensibi ile ¢alisabilme 6zellikleri de bulunmaktadir. Bu
cihazlarin gogu, Gzellikle yeni modelleri, hasta veya dondr giivenligini esas alacak
sekilde bilgisayar sistemleri ile kontrol edilen bir ¢ok basing, hava dedektérleri,
filtreler, giivenlik kapake¢iklari, izlem monitorleri ve alarm sistemleri ile
donatilmigtir. Ayrica alinan, iglenen, verilen kan ve toplanan komponent miktarlar:
kaydedilmektedir. Santrifiij bollimlerinin 6zel dizaynlarn sayesinde birbirinden
ayrilan komponentler ¢ok daha saf olarak ayrilabilmektedir. Cihazlara yiiklenen
hasta veya dondr verilerine gore islemin daba ideal kosullarda gergeklesmesini
saglayacak veriler otomatik olarak hesaplanmakta ve gergeklestiriimektedir.
Kullanimlar1 ise gittikge daha rahat ve kolay uygulanabilir hale gelmistir(25).



2.2. Tromboferez

Tromboferez, aferez tekniginin en fazla uygulama alani buldugu iglemdir.

Trombosit transfiizyonu ile ilk deneyim, 1910°da Duke tarafindan purpura
hemorajikali bir hastaya verilen trombosit igeren tam kan transflizyonunun kanamay:
azaltip kanama zamaninin kisalmasinin bildirilmesidir (26). Trombositlerin toplanip
tanisal amagh transfiize edildigi 1950’lerin basina kadar ¢ok az bilgi edinilebilmisgti.
Plastik torbalarin kullamlmaya baglandigi 1960’k yillarda trombositler
santrifiigasyonla ayrilmaya baslandi. Transfiize edilecek trombositler yorucu manuel
aferez teknikleriyle veya tam kan tnitelerinden hazirlaniyordu. 1970°1lerde plastik
torbalarin gelistirilmesiyle trombositlerin oda sicakliginda saklanabilmesi ve
ajitasyon kullanimi, bu komponentin gereginde hazir tutulabilen bir {irlin olmasim
saglamigtir. Daha sonra otomatize aferez teknolojisi ortaya ¢ikmistir(9,25).

Tromboferezde trombositler periferal kandan toplamir, bu sirada ayrilan
eritrositler ve plazma yeniden dondre verilir. Baz1 vak’alarda aym islem sirasinda

ayr1 bir komponent olarak plazma da toplanir.

2.2.1. Tromboferezin avantajlan

1-Alloimmunize hastalar igin terapotik dozlarda uygun trombositlerin toplanabilirligi
saglanir. (Bunun i¢in ya HLA uygun dondrler kullamlir veya toplanmig tromboferez
iiriinlerinin cross-match’i yapilir.)
2-Bir aferez {initesi yaklagik 4-6 random Unitesine karsilik geldigi i¢in transflizyon
yoluyla gegen hastalik riski de o oranda azaltilmig olur.
3-Daha az dondr ile daha yiiksek kalitede tiriin elde edilmis olur. Hastanin trombosit
ihtiyacin1 kargilamaya yetecek kadar tam kan bagisinmin yapilmadigs tinitelerde yeterli
trombosit elde edilebilir.
" 4-Daha saf iiriin elde edilir. Lokosit ve eritrositlerle capraz kontaminasyon daha
azdur.
5-Daha az donorle kargilagilmasi nedeniyle HLLA alloimmunizasyonu da daha az
olur.
6-Dondre s1vi geri doniisli oldugu i¢in daha az dondr reaksiyonu ile karsilagilir.
7-Daha ¢ok “ devamli ve sicili bilinen don6r” olmas1 avantaj1 vardir.
8-Daha ince igne teknolojisi daha iyi dondr uyumunu saglar.
i ST
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9-Tam kandan agik sistemle hazirlanan trombosit konsantrelerinin 24 saat iginde
kullanilmalan gerekirken tromboferezle hazirlanan iiriinler 5 giin saklanabilir(2).

2.2.2. Trombosit konsantresi ve tromboferez iinitesi

Trombosit konsantresi, dondrden toplanip plazma iginde silispanse edilmis
trombositlerdir. Bir iinite, 50-60 ml plazma iginde 45-85 x 10° (ortalama 70 x 10°%)
trombosit igerir. Ayrica 0,05-1 x 10° 1okosit ve 0,2-1 x 10° eritrosit kontaminasyonu
s6z konusudur. Bir aferez iinitesi ise kullamlan metoda ve makinaya bagli olmak
iizere 200-400 ml plazma iginde 200-800 x 10° trombosit igerir. Burada da alinan
Onlemlere bagli olmak iizere eritrosit ve 16kosit kontaminasyonu olusabilir(27).
Kullanimda olan antikoagiilanlarin hemen hepsi trombositlerin reslispanse olmasini
saglayacak derecede asiditeye sahiptir. Trombositler oda 1sisinda saklanirken eger
hiicrelerin O, gereksinimleri kargilanmazsa glikolitik hiz artar ve laktik asit birikir.
Ortamin pH’s1 diigmeye baglayinca trombositlerin émiirleri kisalir(28). Ancak bu
CO,'in O, ile yer degistirmesiyle 6nlenebilir. 22°C (20-24) ve ajitasyon kullanim,
trombosit i¢in ideal saklama kosullaridir(2,27,29). Uriinlin taginmas: sirasinda bu
kosullardan ¢ikmasi (24 saate kadar), ¢ok az canlilik kayb: ile kabul edilebilir.
Trombositler transfiizyondan hemen 6nce santrifiij ve 10 m! kadar az plazma iginde
reslispanse edilerek yan etki ve fazla bir kayip olmaksizin konsantre edilebilir.

2.23. Teknik

Aferezde temel basamaklar; on-line otomatize sistem kullamilarak santriflij giictiyle
kanin komponentlerine ayrilmast ve istenen komponentin ayriimasidir.
Santrifiigasyonla, kan komponentleri 6zgiil agirliklarina gore katmanlara ayrilir ve
izole edilir. Santrifiigasyonla olgun eritrositler en altta toplamirken plazma en
iisttedir. Ortada dansite farkina gére sirasiyla olgun eritrositlerden sonra geng
eritrositler, graniilositler, mononiikleer hiicreler ve trombositler gelir. Graniilosit
boliimii, notrofil, bazofil ve eozinofilleri kapsar.

Aferez tekniklerinde santrifiigasyonla ayirim yapan cihazlar, aralikli akim
(intermittent flow- IFC) ve devamli akimla (continuous flow-CFC) ¢aliganlar olarak
iki grupta toplamir. Ik gelistirilen teknik olan IFC ile ¢alisan cihazlarda

(Haemonetics, ABD) donériin tek kolundan alman kan, antikoagiilanla karigtiktan
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sonra d6énen ¢anak seklindeki kapali sisteme agisal hizla girer. Santripedal gii¢ kam
separasyon boliimiine gonderir ve orada komponentlerine ayirir. Plazma bu
boliimden, istteki bir torbaya itilir, oradan da hastaya doniis sistemine gecer.
Trombosit ve 16kositler de bu boliimden ayrilirken en altta bulunan eritrositler burada
kalir. Canak eritrositlerle doldugunda, durur ve bosalir. Bu sekilde 6-8 dongiide
islem tamamlanir(10,25,30).

Daha sonra gelistirilen devamli akim santrifiigasyon (CFC) teknigi (COBE-
Spectra, ABD) otomatize ve mikroprosesdr kontrolli olup bakteriyel
kontaminasyonu Onlemek igin steril bariyer filtreleri ve geri-doniigsiiz pompalar
kullamlir. Internal algoritmalar pompa akim hizim ayarlar ve 2400 rpm santrifiij hiz1
kullanarak trombosit {irlin miktarini tahminen hesaplar. Bu hesaplamada dondriin
boyu, kilosu, hematokrit diizeyi ve trombosit miktar1 yol gésterir. Donériin total kan
volliimii antikoagiilanin akim hizim 0.9-1.3 ml/ dakika arasinda tutarak kontrol eder.
Dondriin hematokrit diizeyi ise uygun antikoagiilan oranini hesaplamada kullanilir
(6:1-9:1). Standart islem siiresi 100 dakika olup degistirilebilir. IFC'den farkl olarak
iirlin ayrilma ve kalan komponentlerin geri déniisti diger koldan ve es zamanli olarak
yapilir(25,31).

Baxter (ABD) firmas:1 tarafindan gelistirilen Fenwall CS3000 separatorii
trombosit saklama igin kullamlan ilk kapali sistemdir. Cift b6lme (ayirma ve
toplama) kullanilan sistemde, ilkinde trombositten zengin plazma ve eritrosit ayrilir.
Eritrosit dondre siirekli olarak donerken; trombositten zengin plazma, toplama
bolimiine transfer edilir ve burada 200 ml plazma icinde konsantre edilir. Optik
dansiteye duyarli ara yliz dedektorii kullanilarak birbirine kontaminasyon onlenir.
Kan akim hizi 50-60 ml, tam kan-antikoagiilan oram1 9:1-11:1'dir. Son iiriin
reslispansiyon gerektirir(10,25,32). Bu sistemin kullanima girdigi giinden bu yana
trombosit toplama odasi daha da giiglendirilerck 76 dakikada yaklagik 4,5 x 10™
trombosit elde edilmesi saglanmistir. Ayrica 6zel tasarlanmis bir odaciktada 7,4 x 10°
16kosit toplanabilir hale getirilmistir(33). Yine Baxter’in gelistirdigi “Autopheresis
C System” denilen 2 agsamal1 ve tek igne kullanilan trombosit toplama sistemiyle de
3,5 x 10" trombosit elde edilebilmektedir(34).

Fresenius (Almanya) firmasmnin gelistirdigi AS 104 separatoriinde kapal bir
déngii ve bilgisayar programi kullanir. D6rt pompast (antikoagiilan, tam kan, plazma

9



ve toplama), giris ve donilis kani basing sensorleri ve hava dedektorii vardir.
Antikoagiilan damla monitérii, ¢aligma sonuglarmin ¢iktisim veren kiigtik printer ve
kan pompasinin yedek bataryasi bulunmasi gibi avantajlari vardir. Boyutlarmin
biiylik olmas1 dezavantajidir(25,35).

2.2.4. Tromboferez dondrii

Transfiizyon tibbinda Onemli olan kritik 4 maddeden (giivenlik, kalite, yasal
diizenlemeler ve maliyet) giivenlik ve kalite tek dondr aferezi ile karsilanmaktadir.
Tromboferez donérii, tam kan donériinde aranan tlim kriterlere uymalidir.
Islemden 6nce dondr, aferezin kisa ve uzun dénem etkileri hakkinda bilgilendirilmeli
ve yazili izni alinmalidir. Tromboferez donérii olarak ilk hedeflenen grup goniillii ve
stirekli tam kan donérleridir. Ancak hastalarin aile tiiyeleri ve arkadaslari da
gereksinim oldugu siirece donasyona motive edilebilir.
1. Rutin donér sorgulamasi ve fizik muayenesi yapilmalidir. Yapilacak islemler
hakkinda yazili bilgi de verilmeli ve riskler hakkinda aydinlatilmalidir. Dondrlerin
daha Onceki donasyon bilgileri ve varsa reddedilme nedenlerine ulagilabilecek bilgi
bankasi (bilgisayarh kayit sistemi) bulunmasi idealdir.
2. Serolojik tarama testleri, sik araliklarla bagis yapan dondrler igin 30 giin
(Amerikan Kan Bankalar1 Birligi-AABB veya Food and Drug Administration-FDA)
araliklarla yapilabildigi gibi her donasyonda testleri tekrarlayan merkezler de
vardir(22).
3. Tromboferezde donasyon aralif1 en az 48 saat olmalidir. Bir haftada ikiden fazla,
bir y1lda 24'den fazla donasyon olmamalidir. Belirli bir hasta i¢in bagis yapan aferez
dondrii kan saymmi ve fizik muayenesi uygunsa 30 giine kadar daha sik afereze
girebilir. Ancak haftada 25 ml'den daha fazla eritrosit kaybi1 olmamalidir. Aferez
sirasinda dondr eritrositleri geri verilememisse veya dondr tam kan bagislamigsa
interval 8 haftaya ¢ikarilmalidir(25). Minimal ekstra-korporeal voliim kullanan
sistemlerde (CS3000 ve COBE-Spectra) tam kan donasyonundan sonra beklemeye
gerek olmayabilir. Ancak Haemonetics sistemi kullanilmigsa 8 hafta beklemek
gerekir.
4. Bir aferez islemi sirasinda ekstra-korporeal kan voliimii, donériin total kan

voliimiiniin % 15'ini gegmemelidir. Total kan voliimii dondriin boy ve kilosundan
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hesaplanir. Tam kan dondrii i¢in gerekli olan minimum 50 kilo sinir1 aferez donérii
icin gerekli degildir. Ancak her kan merkezinde bu konuda yazili prosediirler
olmalidur.

5. Her aferez donasyonunda tam kan saymm gerckmemekle beraber, son aferez
bagisindan sonra 4 haftadan az zaman gegmigse trombosit sayisimin en az
150.000/mL olmas1 gerekir. Yine de modem aferez cihazlarinda donérden
alinabilecek trombosit miktarim hesaplamada son trombosit sayis1 gerekli
oldugundan sayim yapmak faydali olabilir(25).

6. Uriindeki eritrosit miktar1 2 ml (FDA) veya 5 ml (AABB) iizerinde degilse
trombosit transflizyonundan 6nce uygunluk testi gerekli degildir. Yenidoganlarda ise
dondr plazmasi ile hasta eritrositlerinin ABO uyumlu olmas: nerilir(22).

7. Tromboferez dondrii son ii¢ giin iginde aspirin ve benzeri etkide bulunan ilaglar1
kullanmamig olmalidir(22,25).

2.2.5. Trombosit siispansiyonlarmin ézellikleri

AABB standartlarina gore bir tromboferez komponentinin en az % 90’mnda 3.0 x 10"
veya daha fazla trombosit olmas1 gerekir(22). Bu miktar, dondriin trombosit sayisi
kadar hematokrit diizeyi, boyu ve kilosu ile de yakin ilgilidir. Yiiksek sayilara sahip
donorlerden 6 veya 7 x 10" trombosit elde edilerek bunu iki komponente bélmek
miimkiindiir.

Eritrosit ve 16kositlerle kros kontaminasyon; allo-immiinizasyon, CMV bulagi
ve nonspesifik immiin supresyonla ilgili olarak 6nemlidir(36, 37).

Tam kandan elde edilen 1 {inite trombosit konsantresi 70 kg.lik bir erigkinde
transfiizyondan bir saat sonra trombosit sayismi 5.000-10.000/ml/m?, 1 aferez iinitesi
ise 30.000-60.000 /ml/m* kadar artirmalidir. Hastann transfiize edilen trombosite
verdigi yanit su sekilde hesaplanir :

Absolii trombosit artig1 X Viicut yiizey alan ( mz)

CCI=
Transfiize edilen trombosit sayis1 (x 10 1 )
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Absolii trombosit artigi= Transflizyondan 1 saat sonraki trombosit sayis1 —
Transfiizyondan 6nceki trombosit sayisi( x 10 %)

CCI= “Corrected count increment”(diizeltilmis say1 artig1)

CCI<5.000/pl/m2 olmas1 trombosit refrakterligini gosterir(38,39). Immiin ya da non-
immiin nedenli olabilir. laglar, sepsis, splenomegali ve alloantikorlar neden olabilir.

Tam kandan agik sistemle hazirlanan trombosit konsantrelerinin 24 saat
icinde kullamlmasi gerekirken kapali sistemle hazirlanan iriinler plastik, hava
gecirgen torbalarda oda sicakliginda (20-24°C) hafif ajitasyon altinda 5 giin
saklanabilir. Bu slire igerisinde ortamin pH’s1 6,8- 7,4 arasinda kalmalidir. (2, 27, 28,
40, 41).

Trombositler oda sicakliinda saklanirken iki ana metabolik yolu kullaniriar :

1) Oksijen gerektirmeyen glikoliz,
2) Oksijen tiiketen trikarboksilik asit (TCA) siklusu.

Glikolizde bir glukoz molekiilii 2 laktik asit molekiiliine cevrilir. Boylece iiriindeki
laktik asit konsantrasyonu yaklagik 2.5 mM/giin artar. Glukozdan ortaya ¢ikan az
miktarda piriivat, TCA siklusuna girer. Trombositlerde laktik asitin {iretim hiz1 1.0-
1.5 mM/giin'diir. Aynm1 zamanda bu hiicreler plazma serbest yag asitlerini kullanarak
oksijen tiiketirler. Eger hiicrelerin oksijen gereksinimi kargilanamazsa glikolitik hiz
artar ve laktik asit birikir. Oksidatif metabolizmanin son tirtinti CO, volatil olup
plastik torbadan gegebilirken laktik asit gecemez ve sadece plazmadaki bikarbonat
ile tampone olabilir. 20 mM'nin {iizerindeki laktat konsantrasyonunda iirtiniin pH'1
6.8'den 6.2'ye ve hatta daha fazla diismeye baglar. Bu, trombositlerde sigme ve disk
seklinin kiireye donmesi, agliitinasyon ve lizis ile goriliir. Bu nedenlerle saklama
kosullar1 ve yeterli oksijen kaynagi trombosit canliliiyla ¢ok ilgilidir. Aksi halde
laktik asit tiretimi ve bikarbonat tiiketimi ile pH diiger, trombositler canliliklarim
kaybeder. Plastik torba yiizeyi gaz gegirgenligini saglayacak ol¢iide genis olmali ve
icindeki trombosit miktart O, miktarina gére ayarlanmig olmalidir. Yapilan
caligmalar, ajitasyonun laktik asit tiretimini azalttifini1 gostermistir(2, 27, 41, 42).
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2.2.6. Tromboferez yan etkileri

Tromboferez dondrii ve alicisinda kargilagilan reaksiyonlar tam kan dondr ve
alicisinda karsilagilandan farkli ve fazla degildir.

2.2.6.1. Dondr reaksiyvonlari

a-Bir ya da iki vende 1 saatten uzun siire biiyiik igne varlig1 nedeniyle vendz spazm,
kollaps, infiltrasyon ve hematom riski biraz daha artmigtir.

b-Birden fazla uygulanan vendz giris, cilt temizligi iyi yapilmamigsa bakteri girigine
neden olabilir. Viicut sivilarinin yer degistirmesi ile yorgunluk, halsizlik ve kilo
degisikligi olabilir.

c-Sitrat etkisi: Dondre geri verilen eritrosit ve plazmasi ile beraber giden sitrat,
karacigerde hizla metabolize edilse de inflizyon hizi metabolizma hizint gegerse,
iyonize kalsiyum konsantrasyonunu % 25-35 oraminda azaltarak n6romiiskiiler
hiperaktiviteye yol agar. Zayif dondrler daha yatkindir. Agiz gevresinde uyusma-
karmcalanma ile baslayan belirtiler, kas tonusunda artma, gogiiste basing hissi,
titreme ve nadiren tetaniye kadar ilerleyebilir. EKG'de Q-T araligi 0.08 saniye
uzayabilir. Oral antiasit uygulanarak, reinflizyon hzi azaltilip ACD yerine bir miktar
serum fizyolojik verilerek, dondr isitilarak belirtiler ortadan kaldirlabilir veya
azaltilabilir. Nadiren ¢ok gerekli olursa kalsiyum glukonat enjeksiyonlar:
yapilabilir(25,43).

d-Donér kan sayiminda degisiklik: Tek aferez islemi donoriin trombositlerinin % 25-
50'sini alir. Ancak islemden hemen sonra alinan 6lgtimde dalagin aktivitesi ile gok az
diisme goriiliir. Sayi, bazal diizeyine 4 giin sonra doner, 1-2 hafta sonra da geger.
Haftada iki defa yapilan donasyonlarda, 6-8 donasyon sonrasinda say1 % 70, {irlin
miktar1 da % 64 azalir. Daha sonra 10. donasyonda ilk diizeyine geri doner(44).
Dalaktan bosaltim kisa siireli kompensasyondur. Belirgin trombositopeni nadirdir ve
otoimmiin trombositopenik purpura gibi altta yatan bir hastalik belirtisi olabilir.
e-Senkop: Aralikh akim cihazlarinda ekstra-korporeal kan voliimiiniin fazlalifina
bagl olarak ve daha ¢ok zayif kisilerde goriilen bir etkidir.

13



2.2.6.2. Hasta reaksiyonlar1

Ates, titreme ve hipotansiyon gibi hemen ortaya ¢ikan etkiler 16kosit ve sitokin
kaynaklidir, bunlarn diginda alloimmiinizasyon, hastalik bulasi, {irtiker gibi
reaksiyonlar da goriiliir.

2.2.7. Trombosit siispansiyonlarmin_isinlanmasi ve lkosit filtrasyonu

Trombosit siispansiyonlarimin 16kositlerden armndiriimasi ile alloimmunizasyonun
Onlenmesi hedeflenir. Ayrica 16kosit aracilikli viral bulagin engellenmesi de
saglanmig olur(36,37). Bu amagla giiniimiizde en sik tiglincli kusak filtreler
kullanilmaktadar.

Kan bilesenleri i¢indeki lenfositlerin boliinerek ¢ogalmasina engel olabilecek
en etkili yol iginlamadir. Torbalarin her yerine 25 Gy (513 saniye siireyle) olacak
sekilde gamma irradyasyona maruz birakilmasi bu amag¢ igin yeterlidir (4).
Uygulanan bu doz ile lenfositlerde DNA hasar1 olugmakta ve ¢ogalma yetenekleri
kaybolmaktadir.

Lokosit filtresi kullamlarak transflizyonla iligkili GVHD gelisiminin
onlenmesi rutinde kullamilan 6zel filtrelerle tam olarak saglanamamaktadir. Bu
nedenle riskli durumlarda isinlama yapilmasi kagimlmaz olmaktadir. Benzer sekilde,
1sinlama ile 1okositler yok edilemedigi i¢in 1gmnlanmis komponentlerde de l6kosit
filtrelerinin kullanilmasi gerekmektedir.

2.3. Oksidatif Stres Ve Serbest Radikaller

Anaerobik ortamlara uyum saglamis organizmalar haricinde tiim canlilar yagamlarim
siirdiirebilmek igin oksijene gereksinim duyarlar. Canlilarin enerji {iretimi i¢in gok
gerekli olan oksijenin bazi tiirleri ise hiicresel diizeyde son derece toksik etki
gosterirler. Genel olarak reaktif oksijen tlirleri (ROT) olarak adlandirilan bu grup
molekiillerin dnemli bir kismim serbest radikaller olusturur. Her oksijen atomunun
eslesmemis bir elektronu, oksijen molekiiliintin (O,) ise eslesmemis iki elektronu
vardir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla eglesmemis elektron tasiyan
molekiillerdir, ¢ok kararsiz ve kisa omiirliidiirler(45). Atomik oksijen bir serbest
radikal olarak tammlandig1 halde, O, (serbest) bi-radikal olarak adlandirilir.
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Organizmada olusan serbest radikaller gevrelerinden elektron alma yoniinde
hareket ederler, radikal olmayan bilegiklerle etkileserek yeni radikaller olustururlar.
Bu molekiiller hem normal metabolizmanin ylikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarmin yan Uriinleri olarak hem de ilaglar ve diger zararli kimyasal
maddelerin etkisiyle olusabilmektedirler. Aerobik organizmalarda oksijen kaynakl
serbest radikallerin olusumu diger serbest radikallerden ¢ok daha fazla olmaktadir.
Zira solunum zincirinde elektronlar oksijen molekiiliine birer birer taginmakta ve
reaktif oksijen tiirleri ortaya ¢ikmaktadir(46). Aerobik yasamda siklikla ortaya ¢ikan
bu tirtinler oksijen toksisitesine neden olmaktadirlar(47,48).

ROT’lerinin yanisira reaktif azot tiirleri (RAT) olarak adlandilabilecek ve
merkezinde azot bulunan radikal veya nonradikal bilesikler de mevcuttur. Ornegin
soludufumuz havamn en biiylikk kismin1 olusturan azot da Onemli bir radikal
kaynagidir(49). Tablo-3.1°de reaktif azot ve oksijen tiirleri topluca gosterilmektedir.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Reaktif Azot Tiirleri (RAT)
Radikaller Non-radikaller Radikaller Non-radikaller
Siiperoksit, Hidrojen peroksit | Nitrik oksit Nitr6z asit
Hidroksil Hipoklorik asit Nitrojen dioksit Dinitrojen trioksit
Peroksil Ozon Dinitrojen tetroksit
Alkoksil Singlet oksijen Peroksinitrit
Hidroperoksil Lipit peroksit Alkoksilperoksinitrit

Tablo 3.1. Reaktif oksijen ve azot tiirleri

2.3.1. Bazi 6nemli ROT ve RAT’lar

Siiperoksit radikali (O,)

Molekiiler oksijene bir elektron eklenmesiyle olusan stiperoksit radikali,
mitokondrial elektron transport zincirinde olugan radikal tiirevlerinin en Snemlisidir.
Giinliik almman oksijenin %1-2’si siiperoksit radikaline doniigmektedir. Notrofil,
monosit ve makrofajlarda NADPH oksidaz enzim sistemiyle de olusmaktadir.
Bununla birlikte iskemi-reperfiizyon hasarlarinda aktiflenen ksantinoksidaz enzimi
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aracihif ile ve cesitli endojen biomolekiillerin oksidasyonu sonucunda da siiperoksit
radikali olugabilmektedir(45,46,47).

Singlet Oksijen ('05)

Molekiiler oksijen biiyiik miktarda elektromanyetik enerji absorbladiginda meydana
gelmektedir.Bu nedenle dogada, bitki biyokimyasinda, deri ve goziin oksidan
reaksiyonlarinda biiyiik miktarlarda olugsmaktadir(45,47).

Hidrojen Peroksit (H>0»)

En Onemli ara tiirlerden olup oksidasyon reaksiyonlar: ile veya siiperoksidin
dismutasyonu ile olugmaktadir, pek¢ok biyolojik molekiil igin 6nemli bir oksidandir
ancak eglesmemis elektronu olmadig: i¢in bir radikal degildir. Stiperoksid radikalin
aksine biyolojik membranlardan kolaylikla gecer ancak hasar potansiyeli diigtiktiir.
Gegis metalleriyle reaksiyona girerek hidroksil radikali olugumunu saglar(45,46,47).

Hidroksil Radikali ( OH)

Su molekiilii yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz birakildiginda oldukga reaktif
bir molekiil olan hidroksil radikali olugsmaktadir. Hidrojen peroksit’in metal aracili
parcalanmast sonucu da agifa ¢ikmaktadir. ROT’leri arasinda en reaktifi olup
proteinlerin, lipidlerin, karbonhidratlarmn, DNA ve RNA molekiillerinin
oksidasyonuna dogrudan neden olabilmektedir(45,46).

Nitrik oksid (NO’)

Organizmada birbirinden farklt fizyolojik olaylarda rol oynayan, gaz yapisinda
Onemli biyolojik mesajc1 molekiildiir(50). Endotel hiicrelerinden salinarak damar
vazodilatasyonuna, diiz kas hiicrelerinde gevsemeye, trombosit agregasyonunun
inhibisyonuna, makrofajlarda sitotoksik aktiviteye neden olmakta, santral ve
periferik sinir sisteminde ndorotransmitter olarak gorev yapmaktadir. Lipofilik
peroksil radikalleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna da neden olur(49).
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Peroksinitrit (ONOO )

Nitrik oksit ve siiperoksit radikallerinin 1:1 oraninda bulunmasi halinde ¢ok hizli
olarak meydana gelir. Demir- siilfiir merkezli enzimleri inhibe ederek, mitokondrial
elektron transport zincirini bloke etmektedir. Ortamda bulunan hidrojen iyonu ile
etkilegserek hidroksil radikali olusumuna neden olur. Ayrica hiicre zarinda lipit
peroksidasyonunu indiikledigi de bilinmektedir(49,50).

2.3.2. Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasari

Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, niikleik asitler(DNA) ve karbonhidratlar
gibi tim O©nemli bilegiklerine etki ederler(51,52). Bu etkilerden ilki hiicre
membraminda gozlenir. Hiicre zarinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
iiriinleri olustururlar. Coklu doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimu lipit
peroksidasyonu olarak bilinir, ¢ok zararlidir ve geri déntistimstizdiir (45, 51, 52).

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenmesi ise amino asit
kompozisyonuna bagimhilik gosterir. Doymamig bag veya siilfiir i¢eren amino asitler
serbest radikaller i¢in Onemli birer hedef olusturarak siilfiir ve karbon merkezli
radikallerin olusumuna neden olurlar. Ozellikle hem proteinleri serbest radikaller igin
Onemli birer hedeftir (45, 51).

Iyonize edici radyasyon ile olusan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve oliime yol agar. Bunlardan hidroksil radikali, niikleik asit baz
modifikasyonlarma ve sekerlerde (riboz ve deoksiriboz) degisikliklere yol agar (53).
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda gapraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolayr ¢esitli
hastaliklarin patolojisinde 6nemli rol oynarlar (45, 51).

2.3.3. Serbest oksijen ve azot tiirlerinin trombositler tizerindeki etkileri

Trombositlerin siiperoksit radikalleri tiretebildigini ilk kez 1977°de Marcus ve
arkadaglari bildirmistir(54). Bu calismada trombositlerce iiretilen sliperoksitlerin
miktar1 trombin ve Kollajen gibi ajanlarla agregasyondan sonra artmamg sabit
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kalmigti. Ancak daha sonra yapilan c¢aligmalarda trombositlerin aym1 zamanda
trombin, kollajen, aragidonik asit, latex partikiilleri veya zymosan gibi ajanlarla
stimiilasyonuyla H,O, tretebildigi gosterilmistir(55). Ancak bu mekanizmanin
enzimatik yollar1 tam olarak bilinmemektedir. Trombositlerdeki potansiyel serbest
radikal kaynaklan iginde en Onemli mekanizma NADH/ NADPH oksidaz sistemi
gibi goriiniiyor. Zira NADPH- Sitokrom C rediiktaz enzim aktivitesi trombositlerde
mevcuttur ve onun inhibitérii difenilen iyodonyum (DPI) platelet agregasyonu ile
suprese edilir. Bir bagka serbest oksijen radikali kaynag: da ksantinoksidazdir. Hem
vaskiiler hiicrelerde hem de trombositlerde 6zellikle unstabil angina gibi durumlarda
aktivitesi artmig olarak bulumur. Oksijen radikallerinin olusumu trombosit
agregasyonu igin Onemlidir. Gergekten de katalaz yardimm ile HyOy’in sitozolik
konsantrasyonunun azalmasi durumunda kollajenle olusan trombosit agregasyonu
inhibe olur. Bundan baska yukarida sdzii edilen DPI (NADPH-oksidaz inhibitorii)
oksijen radikallerinin olusumunu onleyerek trombin ve ADP ile olusan trombosit
agregasyonunu azaltir. Oksijen radikallerini {iretimi trombosit aktivasyonunun
baslangi¢ fazlarinda da 6nemli gibi goriiniiyor. Ozellikle anoksia-reoksijenasyon
mekanizmasi denilen bir yolla serbest oksijen radikalleri trombosit agregasyonunu
baglatabilir(56, 57).

Oksijen radikallerinin yamsira serbest azot tiirlerinin de trombosit
fonksiyonlarinda 6nemli bir yeri vardir. Oyle ki nitrik oksitin (NO’) pek ¢ok &zelligi
arasinda ilk kegsfedilenlerden biri trombositlerin trombin ve kollagen gibi fizyolojik
agonistlerce  aktivasyonunun inhibisyonudur(58). Artik kamtlanmistir ki
trombositlerdeki proteinler disaridan peroksinitrit ilave edilmeksizin spontan olarak
da azotlanabilmektedir. Proteinlerin bu azotlanmasi (nitrasyonu) kollajenle trombosit
aktivasyonu gibi normal fizyolojik islemlerle stimiile olabilmektedir. Ayrica kandan
hiicrelerin izolasyonu gibi iglemler esnasinda trombositler iizerindeki mekanik
stresler de gegici bir nitrasyona neden olabilmektedir. NO™ trombositlerin hem
agregasyonunu hem adezyonunu inhibe eder(5). Goriilmektedir ki nitrasyon cok
muhtemelen platelet aktivasyon mekanizmalarnin aktivitesini sinirlayict bir role
sahiptir. Bundan dolay: hiicreler uzun siire stres altinda kalmadifi miiddetge
nitrasyon reversible koruyucu bir mekanizmadir. Fakat patolojik hallerde agsir

nitrasyon proteolizis artigina yol agarak denatlirasyona yol agabilir. Ayrica
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peroksinitrit gibi azot tiirleri tirozin fosforilasyonunu da etkileyerek sinyal iletiminde
de sorunlara yol agabilmektedir. NO' trombosit inhibisyonu iizerinde H,O, ile
sinerjistik etki gosterir(5).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Donér Se¢imi

Bu c¢alisma 2002-2003 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Hastanesi kan
merkezi, hematoloji-immunoloji ve biyokimya laboratuvarinda 18 dondrden elde
edilen trombosit siispansiyonlarindan almman O&rneklerden yapildi. Bunun igin

dondrlere galigma ile ilgili bilgi verilip, yazil: izinleri alindi.

3.2. Trombosit Siispansiyonlarmdan Orneklerin Hazirlanmasi

Tedavi gormekte olan hastalar i¢in hazirlanan “tek dondrden aferez” yoluyla
toplamilmig trombosit silispansiyonlarindan yaklagik 80ml’si 6zel dizayn edilmig
saklamaya elverigli altili torba sistemleri i¢inde saklanarak galismamiz ve aynt anda
planlanmis olan farkli parametrelerin aragtinldigi diger bir ¢aligma gergeklestirildi.
Trombosit aferez islemi uygulanan dondrlerden sorgulama formlan
dolduruldu; kan alinmasi igin riskli kabul edilen kisiler donér olarak kullanilmadi.
Son 3 giin iginde aspirin kullanmamis olmasina dikkat edildi. Fizik muayeneleri
yapilarak tam kan sayimlarina bakildi. Trombosit sayis1 150.000’in {istiinde olan ve
damar yolu uygun kisiler donor olarak se¢ildi. Serolojik tarama testlerine bakild ve
diizenli dondrlerde 15 gilinde bir tekrarlandi. Aferez iglemi sirasinda ekstra-korporeal
kan hacminin dondriin total kan hacminin %15’ini gegmemesine dikkat edildi.
Uygun donérlerden aferez uygulamasi Baxter CS 3000+ ( ABD)’de gergeklestirildi.
Tromboferez sonucunda hedef 200-400 ml plazma iginde 3.0-6.0 X 10" kadar
trombosit toplanmaya c¢alisildi. Elde edilen iiriinden yaklagik 80 ml’si ayrilip kalan
miktari ihtiyaci oldugunda hastaya kullanmak iizere 22°C de ajitatdrde saklandi.
Ayrilan 80 ml trombosit slispansiyonun 40 ml’si filtre edilmeden, bizim
dizayn ettiimiz ve trombositlerin 5 giin saklanmasina elverigli altil1 torbanin ana
torbasina ($ekil 3.1) Teruma Sterile Tubing (Welder SC-201 AH, Belgika) isimli
baglant1 aleti (connecting devise) kullanilarak aktarildi(Lékositten zengin-LZ). Geri
kalan 40 ml’si ise yine aym yOntemle sisteme 16kosit filtresi (Imugard III-PL,
Belgika) eklenerek fitre edilmek suretiyle diger bir altili torbanin ana torbasina
aktarildi (Lokositten armdirilmis-LA). Her iki iiriinden Coulter AC T 10(UK) ile

16kosit sayisina ve trombosit sayisina bakildi.
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Sekil 3.1 Trombositlerin bes giin saklanmasina elverisli 3 torba ve sisteme dahil 3 kii¢iik d6rnek
torbasindan olusan 6zel dizayn edilen altili torba sistemi ( LA’lar i¢in 6rnektir).
Lokositten zengin, 0.giin; LZ0

Lokositten arindirilmig, 0.glin; LAO

Lokositten zengin, 0. giin irradiye edilmis; LZORO

Lokositten armdirtlmig ve 0. giin irradiye edilmis; LAORO

Lokositten zengin, 3 glin saklanmis, 0. giin irradiye edilmis; LZ3R0

Lokositten armdirilarak 3 giin saklanmis ve 0. giin irradiye edilmis; LA3RO
Lokositten zengin, 3 giin saklanmis; LZ3

Lokositten arindirilarak 3 giin saklanmis; LA3

Lokositten zengin, 3 giin saklanmig ve 3. glin irradiye edilmig; LZ3R3

Lokositten arndirilarak 3 giin saklanmis ve 3. giin irradiye edilmig; LA3R3
Lokositten zengin, 5 glin saklanmug, 0. giin irradiye edilmis; LZ5R0

Lokositten armdirilarak 5 glin saklanmig, 0. giin irradiye edilmis; LASRO

Lokositten zengin, 5 gtin saklanmig; LZS

Lokositten arindirilarak 5 giin saklanmig; LAS

Lokositten zengin, 5 giin saklanmig ve 5. giin irradiye edilmis; LZSRS

Lokositten arindinlarak 5 giin saklanmig ve 5. giin irradiye edilmig; LASRS
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LA ve LZ her iki aferez trombosit slispansiyonundan her iki 6’l1 torbanin 5 giin
saklamaya uygun olan 2 torbasina 10’ar ml aktarild: ve bu torbalar 3. ve 5. giinlerde
calisilmak tizere sistemden ayrilarak ajitatSre konuldu. LA ve LZ her iki altili torba
sisteminin ana torbalarinda kalan 20 ml’lik drneklerden 0. giin 1gmnlama yapilmadan
6nce 5’er ml 6rnek kapali sistemde kiigiik 6rnek torbalarindan birine aktarildi ve
calisilmak tizere sistemden ayrildi (LZ0, LAO). Ana torbalarda kalan 15 ml 6rnek
0.giin 2500 rad olacak gekilde 1smland1 (Cis-Biointernational IBL 437 C Fransa).
Daha sonra 0. giin 1gmlanmig bu érneklerden 5’er ml alimip kapal: sistemle diger bir
kiigtik 6rnek torbasina aktarilarak sistemden ayrilarak ¢alisildi (LZORO, LAORO).

Sistemden ayrilan LA ve LZ 10’ar ml 6rnek bulunan ikiger torba ve 0. giin
isinlanan ve geriye 10ml 6rnek kalan LA ve LZ her iki ana torba Helmer ajitator
cihazinda 22 C° de saklandi ve saklamanin 3. giinlinde ana torbalardan 5 ml’si
sisteme bagli sonuncu kiigiik 6rnek torbasina aktarilarak calistlmak tizere sistemden
ayrildi (LZ3RO, LA3R0). Saklanan 10’ar ml &rnek bulunan torbalardan; 3. giin
1iginlama yapilmadan 6nce 5’er ml’si (LZ3, LA3), 151nlama yapildiktan sonrada kalan
5’er ml’si ayrilarak ¢alismalarda kullamld: (LZ3R3, LA3R3).

Saklamanin 5. giinii; 0.giin 1sinlanan ana torbalardaki son 5’er ml (LZ5RO,
LA5R0) ve 1gmlanmadan saklanan torbalardan 6nce 5’er ml ayrilip (LZS5, LAS),
sonrada kalan 5’er ml iginlanarak (LZ5RS5, LASRS) calismalarda kullanilmak {izere
hazirlandi.Alinan her bir 6rnekten bizim ¢aliymamizda kullanilmak tizere 2’ser ml
ayrilarak hazirlandi.

Tiim bu iglemlerden sonra toplam 18 dondrden toplanan tek donér aferez
trombositlerinin her birinde 0.giin 1.Z0, LA0, LZORO0, LAORO olmak iizere 4 Grnek,
3. giin LZ3R0, LA3RO, 1.Z3, L.A3, 1.Z3R3, LA3R3 olmak {izere 6 6rnek, 5. giin
LZ5R0, LA5SRO, LZ5, 1L.AS, LZ5RS, LASRS olmak tizere 6 6rnek; toplam 16 6rnek
caligildi.

3.3. Kemiliiminesans Olciimleri

Kemiliiminesans, kimyasal kaynaklardan isik olusumudur. Serbest radikallerin
kemiliiminesans olugturduklar bilinmektedir. Cok diisiik diizeydeki 151k olusumunun

verimini artirmak i¢in luminol ve lusigenin gibi artiricilar kullaniimaktadir. Luminol
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hidroksil, peroksinitrit, hidrojen peroksit, lipit hidroperoksit ve hipoklorit gibi
radikallere, lusigenin ise ozellikle superoksit radikaline ozgiildiir. Olgtimler
luminometrelerde veya sivi sintilasyon sayacinda “single photon count” modunda
yapulir.

Luminometreler kemiluminesans Olglimleri i¢in gelistirilmis cihazlardir.
Luminometre fotonlarin olgiilmesinde daha fazla hassasiyet gostermekte olup
Ozellikle digaridan gelebilecek 151k etkisinden tamamen korunmustur. Ayrica sivi
sintilasyon sayacinda Olgiilemeyecek kadar yiiksek kemiluminesans oOlglimlerinin
yapilabilmesi igin Ozel foto tiipler icermektedir. Sivi sintilasyon sayaglariyla
karsilagtirildiginda sicaklifin ayarlanmasi1 daha genis dalga boyu spektrumu, sessiz
ve karanlhikta c¢aligmasi Ozellikleri nedeniyle tercih edilen bir cihazdir.
Luminometrede sonuglar rolatif 151k birimi (relative light wunit- rlu) seklinde ifade
edilmektedir(60).
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Sekil 3.2. Kemiliiminesans 6l¢iim sistemi ile saptanan reaktif oksijen tiirleri ve

Kkullanilan inhibitorler
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Luminol aracili kemiluminesans ile olgiilen serbest radikallerin identifikasyonu i¢in
cesitli ayraglardan faydalanildi. Bu amagla gekil 3.1°deki reaksiyonlar1 inhibe eden
veya tutan bilegikler kullamildi. Sodyum azid (10mM) myeloperoksidaz aracili
hipoklorit asiti inhibe etmek igin; DMSO %5 hidroksil radikalini saptamak igin;
katalaz(3000U/mL) H,O, oranmi saptamak igin kullamldi(61). Sonuglar luminol

kemiluminesansindaki degisimlere oranlanarak hesaplandi.

3.3.1. Ayiraclarin hazirlanmas)

0.2 mM luminol (5-amino-2,3-dihidro-
DMSO i¢inde ¢oziildii.

0.2 mM lusigenin (bis-N-metilakridinyum nitrat): 51,1 mg/mL olacak sekilde DMSO
icinde ¢oziildii.

1.4-ftalazindion): 17,7mg/mL olacak sekilde

Biitiin trombosit siispansiyonlarindan iglemin yapildig: giin (0.giin) ve takip
eden 3. ve 5. glinlerde 6rnekler alinarak serbest radikal diizeyleri kemiluminesans
yontemiyle 6lgiildii.

Aferez ile elde edilmig trombosit 6rnekleri (50ul) 2mL PBS + HEPES
tamponu igeren sayim tliplerine aktarildi. Kemiluminesans olgiimleri luminol ve
lusigenin problart kullanilarak yapildi. Luminol (0,2mM) ve lusigenin (0,2mM)
problan1 eklenen sayim tiipleri luminometrede (EG & G Berthold Mini Lumat LB
9506, Almanya) bir dakika siireyle sayildi. Sayimlar trombosit sayilarina gore
diizeltilerek kullamld: ve rln x 10 ~/ trombosit olarak ifade edildi. Sonuglar ortalama
+ SD olarak gosterildi. Instat programinda tek yonlii ANOVA ile student t luminol
(0,2mmol) ve lusigenin (0,2mmol) testi yapilarak degerlendirildi ve p<0,05 degeri
anlaml olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Lokositten zengin(LLZ) ve 16kositten arindirilmg(LA) trombosit siispansiyonlarinin

bekleme siireleri ve irradiye edilip edilmemeleri g6z Oniine almarak luminol ve

lusigenin problariyla elde edilen rlua degerleri tablo 4.1 ve 4.2°de verilmisgtir.

Trombosit 6rnekleri

rlu x 10 / trombosit

P degeri

(Mean = SD)
LZ0 - LZORO 30,279 £ 17,455 vs 26,916 + 13,886 NS

L70- LZ3 30,279 = 17,455 vs 25,016 = 12,015 NS
L70- LZ5 30,279 £ 17,455 vs 31,191 £12,256 NS
LZ3- 1Z3RO 25,016 + 12,015 vs 22,525 + 7,362 NS
LZ3-17Z3R3 25,016 £ 12,015 vs 24,350 + 7,958 NS
LZ5- LZ5R0 31,191 £ 12,256 vs 30,957 + 14,139 NS

LZ5- 1LZ5R5 31,191 £ 12,256 vs 31,807 £17,118 NS
LAO- LAORO 38,200 + 16,465 vs 42,530 + 22,673 NS

LAO- LA3 38,200 + 16,465 vs 43,625 + 14,052 NS
LAO- LAS 38,200 £ 16,465 vs 29,487 £ 11,967 NS
LA3-1LA3R0 43,625 £ 14,052 vs 37,837+ 11,721 NS
LA3-LA3R3 43,625 + 14,052 vs 38,062 = 8,809 NS
LAS5-LASRO 29,487 + 11,967 vs 29,912 + 12,797 NS
LAS5- LASRS 29,487 + 11,967 vs 30,237 + 11,377 NS
Tablo 4.1. 0., 3. ve 5. giinlerdeki lokositten zengin(LZ), lokositten

armdirllmig(ILA) ve irradiye edilmis trombosit 6rneklerinin luminol probu ile

elde edilen kemiliiminesans degerleri.
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Trombosit 6rnekleri| rlu x 10° / trombosit P degeri
(Mean £ SD)
LZ0- LAO 30,279 £ 17,455 vs 38,200 + 16,465 NS
LZORO- LAORO 26,916 + 13,886 vs 42,530 = 22,673 p<0,05
LZ3- LA3 25,016 £ 12,015 vs 43,625 + 14,052 p<0,01
LZ3R0- LA3RO 22,525 +7,362 vs 37,837+ 11,721 p<0,001
LZ3R3- LA3R3 24350 + 7,958 vs 38,062 = 8,809 p<0,001
LZ5- LAS 31,191 £ 12,256 vs 29,487 + 11,967 NS
LZ5R0-LASRO 30,957 £ 14,139 vs 29,412 + 12,797 NS
LZ5R5-LASRS 31,807 £ 17,118 vs 30,237 + 11,377 NS

E

LZ0R0- LZ3RO 26,916 + 13,886 vs 22,525 + 7,362 NS
LZ0ORO- LZ3R3 26,916 =+ 13,886 vs 24,350 + 7,958 NS
LZ0ORO- LZ5R0 26,916 + 13,886 vs 30,957 = 14,139 NS
LZORO- LZ5R5 26,916 + 13,886 vs 31,807 = 17,118 NS
LZ3R0- LZ3R3 22,525 * 7,362 vs 24,350+ 7,958 NS
LZ3R0- LZ5R0 22,525 7,362 vs 30,957 + 14,139 p<0,05
LZ3R0- LZ5R5 22,525 * 7,362 vs 31,807 = 17,118 p<0,05
LZ3R3- LZ5R0 22,525 * 7,362 vs 30,957 + 14,139 p<0,05
LZ3R3- LZ5R5 22,525 * 7,362 vs 31,807 = 17,118 p<0,05
LZ5R0- LZ5R5 26,916 + 13,886 vs 31,807 = 17,118 NS

e
LAORO- LA3RO 42,530 + 22,673 vs 37,837 £ 11,721 NS

LAORO- LA3R3 42,530 = 22,673 vs 38,062 + 8,803 NS
LAORO- LASRO 42,530 = 22,673 vs 29,412 £ 12,797 NS
LAORO- LASRS 42,530 = 22,673 vs 30,237 £11,377 NS
LA3RO- LA3R3 37,837 £ 11,721 vs 38,062 = 8,803 NS
LA3R0- LASRO 37,837+ 11,721 vs 29,412 + 12,797 NS
LA3RO0- LASRS 37,837 £11,721 vs 30,237 £11,377 NS
LA3R3- LASRO 38,062 + 8,803 vs 29,412 * 12,797 NS
LA3R3- LASRS 38,062 + 8,803 vs 30,237 + 11,377 NS

Tablo4.l’in

LAS5SRO0- LASRS 29,412 + 12,797 vs 30,237 £ 11,377 NS
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Trombosit rlu x 10 / trombosit P degeri
ornekleri (Mean x SD)

LZ0 - 1LZORO 18,716 = 6,028 vs 18,754 *+ 6,584 NS
L70- 173 18,716 + 6,028 vs 16,529 * 6,660 NS
LZ0- LZ5 18,716 = 6,028 vs 24,081 * 8,449 p<0,05
LZ3- LZ3RO 16,529 + 6,660 vs 16,095 £ 6,571 NS
LZ3- 1.Z3R3 16,529 * 6,660 vs 18,563 = 9,002 NS
LZ5- 1L.Z5R0 24,081 +8,449 vs 21,831 * 8,696 NS
1.75- LZ5R5 24,081 +8449 vs 22,372 + 7,208 NS
LAO- LAORO 24,625 + 13,676 vs 30,125 * 14,238 NS
LAO- LA3 24,625 * 13,676 vs 28,762 + 9,968 NS
LAO- LAS 24,625 + 13,676 vs 30,212 * 10,263 NS
LA3- LA3R0 28,762 = 9,968 vs 28,575 7,176 NS
LA3-1.A3R3 28,762 = 9,968 vs 28,475 + 7,600 NS
LAS5- LASRO 30,212 + 10,263 vs 34,412 + 13,588 NS
LAS5- LASRS 30,212 £ 10,263 vs 32,212 +9,393 NS
LZORO- LAORO 18,754 + 6,584 vs 30,125 + 14,238 p<0,001
LZ3-1.A3 16,529 *+ 6,660 vs 28,762 * 9,968 p<0,001
LZ3R0- LA3RO 16,095 + 6,571 vs 28,575 + 7,176 p<0,001
LZ3R3- LA3R3 18,563 + 9,002 vs 28,475 + 7,600 p<0,001
LZ5- LAS 24,081 = 8,449 vs 30,212 + 10,263 NS
LZ5R0-LASR0 21,831 + 8,696 vs 34,412 + 13,588 p<0,01
LZ5R5-LA5RS 22,372 *7,208 vs 32,212 +9,393 p<0,01

Tablo 42. 0., 3. ve 5. giinlerdeki lokositten zengin(LZ), lokositten
armdirllmig(LA) ve irradiye edilmis trombosit drneklerinin lusigenin probu ile

elde edilen kemiliiminesans degerleri.
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Trombosit 6rnekleri| rlu x 10” / trombosit P degeri
(Mean = SD)

LZORO- LZ3RO0 18,754 + 6,584 vs 16,095 6,571 NS
LZ0ORO- 1.Z3R3 18,754 + 6,584 vs 18,563 + 9,002 NS
LZORO- LZ5R0 18,754 * 6,584 vs 21,831 + 8,696 NS
LZ0ORO0- LZ5R5 18,754 + 6,584 vs 22,372 + 7,208 p<0,05
LZ3R0- LZ3R3 16,095 + 6,571 vs 18,563 = 9,002 NS
LZ3R0- LZ5R0 16,095 £ 6,571 vs 21,831 + 8,696 p<0,05
LZ3R0- LZ5R5 16,095 + 6,571 vs 22,372 + 7,208 p<0,01
LZ3R3- LZ5R0 18,563 = 9,002 vs 21,831 = 8,696 NS
LZ3R3- LZ5R5 18,563 = 9,002 vs 22,372 + 7,208 NS

21,831 £ 8,696 vs 22,372 = 7,208

NS

LZ5R0- LZ5RS
LAORO- LA3RO 30,125 + 14,238 vs 28,575 + 7,176 NS

LASRO- LASRS

Tablo 4.2.°nin devamz

34,412 + 13,588 vs 32,212 +9,393

LAORO- LA3R3 30,125 = 14,238 vs 28,475 + 7,600 NS
LAORO- LASRO 30,125 £ 14,238 vs 34,412 + 13,588 NS
LAORO- LA5SR5 30,125 £ 14,238 vs 32,212 +9,393 NS
LA3RO- LA3R3 28,575 7,176 vs 28,475 + 7,600 NS
LA3RO0- LASRO 28,575 7,176 vs 34,412 + 13,588 NS
LA3RO0- LASRS 28,575 7,176 vs 32,212 +9,393 NS
LA3R3- LASRO 28,475 7,600 vs 34,412 + 13,588 NS
LA3R3-LASR5 28,475 £ 7,600 vs 32,212 +9,393 NS

NS

Sekil 4.1 ve 4.2°de l6kositten zengin ve l6kositten arindirilmis trombosit
slispansiyonlarinda luminol ve lusigenin problariyla elde edilen kemiliiminesans
sonuglar grafik olarak gosterilmigtir.

Sekil 4.3 ve 4.4°de ise gamma irradyasyonun trombosit luminol ve lusigenin

kemiltiminesansi tizerine olan etkilerini gisteren grafikler verilmigtir.
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Bu galigmanin sonucunda tablo 4.1 ve 4.2’den de anlagilacagi tizere
16kositten zengin ve irradiye edilmemis trombosit silispansiyonlarinda (LZ0-LZ3,
LZ0-LZ5) 0. giin ile 3. giin arasinda kemiliiminesans degerleri fark gdstermezken
5.glin lusigenin degerlerinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmigtir(p<0,05).

Lokositten arindirilan ve irradiye edilmemis trombosit slispansiyonlarinda
ise(LAO-LA3, LAO-LAS) 0., 3. ve 5. giinler arasinda anlaml bir fark saptanmamagtr.

Lokositten zengin ve arndirlmig irradiye edilmemis trombosit
sispansiyonlar1 arasmnda ise (LZ0-LAO, LZ3-LA3, LZ5-LAS) O.giinde sadece
lusigenin kemiliiminensansinda 15kositten arindirilmig siispansiyon lehine anlamli bir
artis saptamirken, 3.giinde hem luminol(p<0,01) hem de lusigenin(p<0,001)
kemiltiminensansinda yine 16kositten arindirilmig siispansiyon lehine anlamli bir artig
saptanmigtir. 5.giinde ise her iki, grupta da serbest radikal diizeyinde anlamli bir fark
saptanmadi.

Lokositten arindiritmig  trombosit — siispansiyonlarinda 0.gtin irradiye
edilenlerde (LAORO ve LA3RO0), 0. ve 3. giin degerlerinde I6kositten zengin
trombosit siispansiyonlarina gére hem luminol (p<0,05, p<0,001) hem de
lusigenin(p<0,001, p<0,001) kemiliiminensansinda anlamli olarak yiikseklik
saptandi. Bu grubun S5.giin degerlerinde ise (LASR0) sadece lusigenin
kemiltiminensansinda p<0,01 diizeyinde LZ5R0’a gore bir anlamlilik saptandi. 3.giin
irradiye edilenler arasinda (LZ3R3-LA3R3) I6kositten arindirilanlar lehine luminol
ve lusigenin degerleri p<0,001 diizeyinde bir anlamlilifa sahipken 5.giin irradiye
edilenlerde (LZ5RS5-LASRS5) sadece lusigenin  kemiliiminensansinda anlamlilik
saptandi(p<0,01).

Lokositten zengin ve irradiye edilen siispansiyonlar i¢inde ise 5.giin lusigenin
degerleri 0.gline nazaran”LZORO-LZS5R5” grubunda  anlamh olarak yiiksek
bulundu(p<0,05). 0.giin irradiye edilenlerde 3. ve 5.giin degerleri kargilastinldiginda
hem luminol hem de lusigenin kemiltiminensansinda 5.glin lehine anlamli olarak
yitkksek bulundu (p<0,05). Yine 5.giin irradiye edilenler 0.giin irradiye edilip 3.giin
bakilanlara gére (LZ3R0-LZ5R0) luminolde p<0,05; lusigeninde p<0,01 olmak {izere
anlamli olarak yitksek bulundu. 0. giin irradiye edilip 5.gtin bakilanlar ile 5.glin
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irradiye edilenlerin(LZ5R0,LZ5RS5), 3.giin irradiye edilenlere gore (LZ3R3) luminol
degerleri p<0,05 diizeyinde anlamli olarak yiiksek bulundu. 0.giin irradiye edilenler
ile 5.glin irradiye edilenler arasinda ise (LZ5R0-LZ5R5) istatistiksel bir anlamlilik
yoktu.

Lokositten armdimlmis  ve irradiye edilmis gruplarda (LAORO,
LA3R0,LA5R0,LA3R3,1LASR5) aym1 degerlendirmeler sonucunda istatistiksel bir
fark saptanmad.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiiz modern tip pratiginde gerek malign gerekse malign olmayan pek ¢ok
hastalikta trombosit siispansiyonlar1 artik vazgegilmez tedavi modaliteleri haline
gelmistir. Dolayisiyla bu tedavi yonteminin en optimum kosullarda ve en yiiksek
verimlilikle uygulanmasi bir zorunluluk haline gelmistir.

Trombositlerin donérlerden toplanmast ile baglayan, depolanmas, filtrasyonu
ve 1sinlanmas: siireglerinin tiimiinde gesitli nedenlerden dolay1 trombositlerde gesitli
degisiklikler ve bunlara bagl islemin veriminde kayiplar meydana gelebilir.

Biz bu calismamizda aferez yoluyla toplanmig trombositlerin 16kositten
arindirilmasi ve gamma irradyasyona maruz birakilmasimin depolanma siiresi de g6z
Oniine alinarak trombositlerdeki serbest radikal olusumuna etkilerini inceleyerek
trombosit siispansiyonlari i¢in en optimum kosullar1 arastirdik. Zira serbest radikal
olusumunun trombositlerde aktivasyona ve aggregasyonun inhibisyonuna neden
olduguna dair gesitli galigmalar yayinlanmistir(5,56,57,58).

Trombositler toplanirken veya verilmeden hemen 6nce gogunlukla lokosit
filtrasyonuna tabi tutulurlar. Kan komponentlerinden 16kosit rediiksiyonu HLA class
I antijenlerine karg1 alloimmunizasyonu énlemek veya azaltmak, trombositlere direng
geligimini engellemek, tansfiizyonla gecen CMV infeksiyonlarindan korunmak ve
postoperatif bakteriyel infeksiyon gelisimini 6nlemek gibi nedenlere dayanir(62).
Ayrica ozellikle beklemis siispansiyonlarda 16kositlerden tiireyen sitokin birikimi de
akut trombosit tranasfiizyon reaksiyonlarina neden olmaktadir(63). Tiim bu yararl
etkilerine kargin lokositten arindirma igleminin trombosit kalitesi, canlilig1 ve sayisi
iizerinde etkileri olabilecegi konusunda birbirine karsit gesitli ¢alismalar
yaymlanmistir. Heddle(63) ve Riggert(64) 16kositten arindirmanin trombosit “CCI”
degerlerine olumsuz etkisinin olmadifini  gostermislerdir. Yine I6kositten
arindirmanin ~ CD62  ekspresyonu tayini ile trombosit aktivasyonuna neden
olmadigina dair caligmalar da bildirilmistir(65,66,67). Lokositten armdirilmig
trombosit  siispansiyonlarinin  in  vitro kalitatif = trombosit  6zelliklerinin
degerlendirildigi bir kisim arastirmalarda da 16kosit rediiksiyonunun olumsuz
etkisinin olmadig1 gosterilmistir(68). Ozelliklede genis kapasiteli filtrelerin

kullanilmasinin trombosit kalitesi iizerinde olumsuz etki yaratmadigi ve verimin
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arttign da iddia edilmistir(69). Depolanma 6ncesi 16kositten arindirmanin ristosetin
ile olugturulan trombosit aggregasyonunu minimum azalttigi da bir baska ¢aliymada
gosterilmistir(70). Lokositten arndirmanin  zamanlamast ile ilgili olarak da
Krailadsiri, minimal trombosit kaybiyla sonuglanmasi igin filtrasyonun 2.giin
yapilmasim tavsiye ederken(71); Ferrer ve arkadaglan filtrasyon zamanlamasinin bir
énemi olmadigini, 16kosit armdirmasinin trombosit kalitesi tizerinde etkisiz oldugunu
ve depolanma sonrasi 15kosit reditksiyonunun aksine C3a ve C4a seviyelerini
azaltarak aksine yararl olabilecegini gostermislerdir(72).

Buna karsin I6kositten arindirilma igleminin ¢esitli dezavantajlar1 oldugunu
gosteren de birgok galiyma vardir. Devine ve arkadaslari depolanma 6ncesi lokosit
rediiksiyonu yapilan trombosit siispansiyonlarinda mikropartikiil olusumunda artig
oldugu goézleminden yola gikarak yaptiklari bir ¢aliymada aggregasyon olusumuna
paralel olarak CD62 ekspresyonundaki artis1 gostererek trombosit aktivasyonunda da
artis oldugunu buldular(1). Yine bu g¢alismada negatif yiiklii 16kosit filtrelerine
temas eden aktive olmug trombositlerde adhezyon oldugunu da gostermislerdir. Bu
calismayi destekleyen, 16kositten arindirmayla trombosit aktivitesinde artig, sayisinda
azalmanin oldugunu ve sonug olarak I6kosit rediiksiyonunun ancak c¢ok gerekli
oldugunda uygulanmasi gerektigini ifade eden yazarlar da olmustur(73, 74,75,76).

Sonug¢ olarak 18kositten arindirmanin trombosit aktivasyonu, trombosit
kalitesi ve sayisi ile ilgili mevcut parametreler tizerindeki etkileriyle ilgili bugiine
kadar yapilmig ¢aligmalarin birbirleriyle celisen sonuglar vermesi nedeniyle kesin
bir hiikiim vermek olanaksiz olmaktadir. Biz bu g¢alismamizda lokositten
arindirmanin simdiye dek literatiirde hi¢ bildirilmeyen bir parametre olan trombosit
siispansiyonlarinda serbest radikal olusum seviyelerini inceleyip konuya degisik bir
perspektiften 1gik tutmaya ¢alistik. Elde ettigimiz bulgular gosteriyor ki 16kositten
arindirma islemi serbest radikal seviyelerinde gerek irradiye edilmis, gerekse de
irradiye edilmemis grupta lokositten zengin siispansiyonlara gore istatistiksel olarak
anlamli artiglara yol agmaktadir. Serbest radikal artiglari ise trombosit aggregasyon
ve aktivasyonuna yol agarak iglemin verimini oldukga azaltmaktadir(55,77,78,79).

Calismanin diger bir amaci trombosit siispansiyonlarinda depolanma siiresi
ile serbest radikal olusumu arasinda bir iligkinin varliginmn arastirilmasiydi. Zira

serbest radiakal olusumu ile “trombosit depolanma lezyonlar1” olarak ta bilinen ve
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trombositlerin morfolojik ve fonksiyonel kapasitelerinin kaybiyla sonuglanan
lezyonlar arasinda siki bir iligki varligindan soz edilmektedir ve bu kugkusuz
trombositlerin saklanmasinda en 6nemli sorunu olusturmaktadir(5,55,56,57,58).
Depolanma lezyonlarimin olustuguna dair tip literatiiriinde hicbir tartisma yoktur.
Ancak bu lezyonlarin objektif ve kantitatif gosterilmesi konusunda bir miktar
anlagmazlik devam etmektedir. Depo lezyonlariyla kastedilen trombosit viabilitesi ve
fonksiyon kayb1 birbirleriyle siki iligkili iki temel olgudur ve gesitli gostergelerle
taninabilmektedir. Ornegin hiicresel viabilite kayb1 kendisini saklama torbasimn
LDH ve laktat igeriginde artig, pH, pCO, ve pO,’de degisiklikler ile gosterir(80,81).
Ayrica trombosit aktivasyonundan bagimsiz olarak programli 6liim mekanizmasi
denilen apoptoz yoluyla da tombositler viabilitelerini kaybedebilirler. Bunu da
annexin V baglanmasi, tetrazolium boyanmasinda azalma, caspas-3 ve Bcl-2
ekspresyonu ile gostermek miimkiindiir(82,83). Trombosit fonksiyonlarmin kaybinda
ise aktivasyon ve aggregasyon gostergeleri kullamlabilir. Trombosit aktivasyonunu
p-selektin (CD62) ve B-tromboglobulin gibi alfa graniil markirlarimn
ekspresyonunda artigla, trombositlerin sekil degisikliklerinin ve hipotonik sok
cevabinin derecesiyle; aggregasyonda artig1 ise ADP veya ristosetinle agglutinasyon
ve trombosit membran proteinlerinin (GPIb, IIbIlla) ekspresyonu ile gdstermek
miimkiindiir(84,85,86).

Bizim ¢alismamizda depolanma siiresiyle serbest radikal olusumu arasimdaki
iliski incelendiginde irradiye edilmemis ve lokositten zengin trombosit
siispansiyonlarinda 3. giine kadar serbest radikal olusumunun artmadig1 ancak 5.giine
gelindiginde istatistiksel olarak anlamli derecede serbest radikal artisi saptandigini
gormekteyiz.

Lokositten arindirilmig ve irradiye edilmemis siispansiyonlarda ise 0., 3. ve 5.
giin serbest radikal artiglari arasinda anlaml fark saptanmadi.

Lokositten zengin ve arindirilmig irradiye edimemis stispansiyonlar
kargilagtirildiginda ise 0. giin ve 3. giin serbest radikal degerleri lokositten arindiriimg
stispansiyonlarda anlamli olarak yiiksekken 5. giine gelindiginde hem Ikositten
arindirtlmis  hem de zengin trombosit siispansiyonlarinda serbest radikal

degerlerindeki artig agisindan anlamli bir fark saptanmamustir.
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Irradiye edilmis trombosit siispansiyonlar1 incelendiginde ise l6kositten
armdirlmis grup ile lokositten zengin grup karsilagtinldiginda, 0.giin irradiye
edilenlerinde depolanma siiresi 3. ve 5. giine ulastiginda yapilan analizde serbest
radikal degerlerinde 0. giine gore istatistiksel olarak anlamli artiglar saptand1.3. ve 5.
giin irradiye edilenlerde de yine lokositten arindirilmig grupta serbest radikal
degerlerinde anlamli artiglar oldugu goriildii.

frradiye edilmis ve lokositten zengin trombosit siispansiyonlar
incelendiginde yine goriilmektedir ki irradiyasyondan bagimsiz olarak depolanma
siiresiyle serbest radikal seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artislar olmaktadir.

Lokositten  arindirlmig  siispansiyonlarda  ise  irradiye  edilmemis
siispansiyonlarda oldugu gibi irradiye edilmis trombositlerde de depolanma stiresiyle
serbest radiakal olusumu arasinda anlaml bir fark olmadig: saptandi.

Bu calismanin gosterdigi sonuglardan birisi irradyasyonun tromboferez
tiriinleri {izerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi seklindedir. Bu sonug
literatiirle de uyumludur. Transflizyona eglik eden graft-versus-host hastalig
ozellikle immunkompromize hastalarda fatal seyredebileceginden, bu durumu
onlemek icin kan iiriinlerinin 1sinlanmasimin etkili bir yontem oldugu 1970’lerde
bildirilerek tavsiye edilmistir(87). Onceleri 500-20.000 cGy dozlar denenmis ve 1500
c¢Gy’in yeterli olacagi énerilmigse de T hiicre inaktivasyonu i¢in optimum dozun
2500 cGy olmast gerektigi gosterilmistir(88,89). Ancak irradyasyonun ozellikle
trombosit siispansiyonlarinda olumsuz etkiler yaratabilecegi kuskusu {izerine konuyla
ilgili gesitli aragtirmalar baglatilmig ve ilk sonuglar 5000cGy’m iizerindeki dozlarda
beklenen trombosit artig oranlarimin belirgin diigecegi seklinde bildirilmistir(90).
Fakat daha sonra yapilan ¢alismalar gamma irradyasyonun trombosit kalitesi, yagam
siiresi ve verimliligini bozmadigim gostermistir(91,92,93,94,95). Zimmerman ve ark.
16kosit rediiksiyonu yapilan trombosit siispansiyonlarinda da gamma irradyasyonun
olumsuz etki yapmadigimi gostermistir(4). Bizim g¢aligmamizda da 16kosit
rediiksiyonu yapilan hastalarda irradyasyon serbest radikal seviyelerinde bir artiga
neden olmamisti. Lin ve ark. ise gamma irradyasyonun 5 giinliik depolanma
siiresinin sonunda CD62, IL-1B ve IL-8 seviyelerinde azalmaya yol acarak hatta
faydali etkilerinin dahi oldugunu iddia etmislerdir(96).
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Bizim ¢aligmamiz gamma irradyasyona maruz birakilan trombosit
siispansiyonlarinda serbest radikal seviyelerini analiz ederek trombosit aktivasyonu,
aggregasyonu ve verimini daha dnce literatiirde hi¢ ¢aliglmamus olan bir parametre
ile incelemek bakimindan bir ilktir. Biz de literatiirle uyumlu olarak gamma
iradyasyonunun trombosit siispansiyonlari iizeinde gerek l6kositten armdirilmig
olsun gerekse lokositten zengin olsun herhangi olumsuz bir etkisinin olmadig1
sonucuna vardik.

Trombositlerde olusan ve trombosit transfiizyonunun verimini diisiirebilecek
olan serbest radikallerin dnlenmesi ve giderilmesi igin de bazi galigmalar yapilmustir.
Olas ve arkadaglan once trombositleri prooksidatif dozda C vitamini ile inkiibe
etmisler ve daha sonra potansiyel antioksidan 6zelligi olan ve ¢ogu meyvada bulunan
“resveratrol” ile muamele ettiklerinde oksidatif stresin azaldigim gostermislerdir(97).
Snyder ve ark. ise saklanan aferez trombositlerine rekombinant insan megakaryosit
biiyiime faktérii ilave ettiklerinde 5 giiniin sonunda depo lezyonlarinin olusmadigini
gostermislerdir(98). Valbonesi ise yiiksek trombosit verimi almak icin kisa islem
stireli, diigiik lokosit kontaminasyonu saglayan gelistirilmis 6zel aparatlari olan
separatorlerin de etkili oldugunu gostermislerdir(99).

Sonug olarak, aferez yontemiyle toplanan, saklanan ve irradiye edilen

trombosit siispansiyonlarinda yapilan serbest radikal analizleri sonucunda :

1. Lokositten arindirilmig trombosit siispansiyonlarinda 1kositten zengin
siispansiyonlara nazaran serbest radikal seviyelerinde anlamh artig
olmaktadir. Dolayistyla ok zorunlu olmadikga 1kosit rediiksiyonu saklama
siiresince yapilmamalidir.

2. Trombosit depolanma siiresiyle serbest radikal seviyeleri orantili olarak
artmaktadir. Gerek lokositten zengin gerekse arindirilmis  trombosit
stispansiyonlarinda ~ depolanma siiresi uzadikga serbest radikal seviyeleri
anlamli olarak artmaktadir. Dolayisiyla aferez yoluyla elde edilen
trombositlerin geciktirlmeden ve en iyisi 0-3.giinler arasi verilmesidir.

3. Gamma irradyasyonun aferez trombositleri {izerinde herhangi bir olumsuz

etkisi yoktur.
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6. OZET

Trombosit siispansiyonlar1 modern tip pratiginin vazgecilmez unsurlari arasina
girmistir. Ozellikle de aferez tekniklerinin gelistirilmesi ile tek dondrden biiyiik
miktarlarda ve yogun olarak toplanabilir hale gelen trombosit siispansiyonlar: aferez
isleminin baslangicindan itibaren toplanma, filtrasyon, saklanma ve irradiye edilme
islemlerinin her asamasinda aktivasyon ve aggregasyon riski ile karg1 kargiyadir. Bu
durum islemin verimliligini dogrudan etkilemektedir.

Bugiine kadar ¢esitli parametreler kullanarak aktivasyon ve aggregasyonun
onceden bilinmesini saglayacak yontemler gelistirilmistir. Ancak gerek kullanilan
parametreler gerekse de yapilan islemlerin trombositlerin kalite ve sayilari {izerine
olan etkileriyle ilgili literatiirde birbiriyle ortiismeyen birgok degisik sonug
bildirilmistir.

Biz bu galismada daha once hi¢ ¢aligilmamis bir parametre olan trombosit
serbest radikal oranlarini tayin ederek aktivasyon ve aggregasyonunun onemli bir
nedeni kabul edilen serbest radikallerin aferez siispansiyonlarinin her asamadaki
rollerini inceledik.

Sonug olarak 16kositten arindirilmig trombosit siispansiyonlarinda serbest
radikal oranlarinin l6kositten zengin siispansiyonlara nazaran anlaml olarak daha
yiiksek oldugunu saptadik. Dolayisiyla ¢ok zorunlu olmadik¢a depolanma siiresince
lokorediiksiyonun yapilmamas: kanisina ulastik.

Ayrica depolanma (saklanma) siiresiyle de serbest radikal olusumunun hem
Iokositten zengin hem de arnndimlmig trombosit siispansiyonlarinda anlamh olarak
arttigini gosterdik. Bu konuda da trombositlerin en optimum 0. ila 3. giin arasinda
verilmesinin uygun olacag: goriistinii benimsedik.

Calismanin bir diger amaci ise irradyasyonun gerek lokositen zengin gerekse
arindirilmis trombosit siispansiyonlarinda olumsuz bir etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi idi. Calismanin sonucunda irradyasyonun herhangi bir olumsuz etkisinin
olmadigim, béylece transfiizyonla iligkili GVHD riskini etkin bir sekilde azaltan

irradyasyonun ¢ekinmeden yapilabilecegini gosterdik.
38



7. SUMMARY

With the advent of sophisticated devices which has led to the collection and
transfusion of greater number of donor platepheresis unit, the use of platelet
concentrates(PCs) has increased considerably over last few years and become an
inevitable therapeutic tools in modern medicine practice.

On the other hand, PCs face to a lot of risks influencing their yield at
different stages beginning at collection and continuing storage, filtration and gamma
irradiation. By now, a number of methods and parameters have used to recognize the
activation and aggregation of platelets to predict the transfusion efficacy which is
determined from the increment in the platelet count after transfusion and the impact
on clinical bleeding. Nevertheless, none of all these parameters are uniformely
accepted as a standard diagnostic method reflecting exactly yield of PCs.

We aimed to investigate free radicals in PCs which is belived to reflect the
activation and aggregation of platelets. In this study free radical levels have
determined both in leukodepleted and leukocyte-rich apheresis units with or without
irradiated during storage.

We found that leukodepleted PCs have a significant increased levels of free
radical compared to leukocyte rich PCs during storage. In addition, we determined
that free radical levels have been increasing in both leukodepleted and leukocyte-
rich PCs by the time elapses. The other finding of this study is that the gamma
irradiaton has no hazardous influence on PCs regardless of leukodepleted or
leukocyte-rich.

In conclusion, we don’t recommend leukocyte filtration of PCs during
storage unless any obligation exists. We offer to transfuse the PCs at best within
three days. Lastly we noted that the gamma irradiaton has no influence on PCs and
should not be avoided to use it because irradiation is highly effectice method against

acute graft versus host disease.
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