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"adenosine triphosphate”
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dolasan aktive platelet

"granule membrane protein”
"glycoprotein”

"human leukocyte antigens”
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"lysosome associated membrane protein”

"platelet activation dependent granule external membrane’

"platelet activating factor”
"plasminogen activator inhibitor-1"
"platelet derived growth factor”
"platelet factor-3"

"platelet factor-4"
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"prostaglandin”
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"transforming growth factor-beta"
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1. GIRIS VE AMAC

Aferez cihazlan ile tek bir dondiden alinan platelet konsantrelerinin transfiizyon destegi
amaciyla trombositopenik hastalarda kullanmu, giiniimiiz kan bankaciligmda rutin uygulanan
bir islem gekline gelmigtir. Son 10 yil icinde p]atelet. tr‘ansﬁizyonlanﬂda yilda ;Italama % 25
oraninda bir artiy izlenmistir ve bu artis diger biitiin kan iiriinlerinde izlenen yillik artiglarin
lizerinde bir orandr (1). ABD'de 1980-1986 yillan arasinda platelet donasyonu % 400
oraninda artatken, eritrosit donasyonunda ise sadece % 15Tk bir artiy oldugu bildirilmek-
tedir (2). En hizli arhg ise dzellikle tek bir dondtden aferez yoluyla saglanan platelet
sayilarinda olmugtur. Refiakter hastalar icin HLA-uygun plateletlerin kullanilmast, maligniteli
hastalara uygulanan kemoterapiler soniast izlenen aplazi dénemleri ile kemik iligi ve karaciger
transplantasyonu yapilan hastalarda platelet transfiizyonlanina olan gereksinimin artmasi,
sayllan pgittikge artan kardiyovaskiiler operasyonlar smasinda plateletlerin yogun olarak
kullanimi, hastalarn kargilagtiklari dondr sayisinin azaltilarak infeksiyoz ve immiinolojik
komplikasyonlarn en aza indirilmesi gibi nedenler, aferez ydntemi ile tek bir donérden elde
edilen plateletlere duyulan gereksinimin giderek artmasina yol agmistir Ayrica kapah sistem
aferez setlerinin gelistirilmesi de, plateletlerin 5 giin saklanabilmelerine izin vererek CMV
serolojisi, HLA uygunlugu ve iiriin sayilarmda daha rahat davranilmasina yol agmis ve platelet

transfiizyonlarmin artmasina katkida bulunmugtur.

Giiniimiizde sik¢a kullaniimaya baglanan aferez islemlerinin bi;\gg}gmglgsﬂ;m yanetkﬂensoz

konusudur (3). Afereze bagli mortalite daha gok hasta kigilere tedavi amactyla yapitan iglemler
su‘;mda bildirilmigtir (4,5) Yiiksek voliimde kan akigina izin veren genis ¢aph damarlara
duyulan gereksinim nedeni ile yanhslikla arterlere girilmesi, damar yirtitmalari, hematomlar,
tromboz ve enfeksiyonlar gibi vaskiiler problemler sik rastlanan komplikasyonlar arasinda yer
almaktadir (6). Ozellikle "kesikli akimla" (intermittent flow) ¢aligan makinalarda "devamh
akimh" (continuous flow) makinalara gore daha yiiksek oranda kan voliimii-damar disina

almdig igin, hipovolemik komp}ikasyonla{ ile daha sk kargilagilmaktadir. Damar digma

ahnarak birgok biikliimlii plastik tiipler ve acilip kapanan kapakeik sistemleti ile karsilagan ve

santrifiigasyon kuvvetlerine maruz kalan eritrositlerde hemoliz izlenebilmektedir. Bunlarn

diginda antikoagiilasyon i¢in kullanilan sitrata bagli bilinen yan etkiler yamnda, asepsiye




uyulmamas: nedeniyle infeksiy6z komplikasyonlar da gdzlenebilmektedir Aferezin uzun
dénemde de yan etkileri ortaya ¢ikabilmektedir. Sik sitoferez uygulanan kan donérlerinde

mutlak T ve B hucre sayﬂatmda 8 aya dek siirebilen azalma oldugu gostenhmstn (7) B

huchl dusus daha behrgm o]maktadu T hiicre sayilarinda azalma olmasina ragmen
T4/T8 hiicre oramnda degigiklik saptanmamustir (8). Laboratuvar olarak gésterilen immiin

sistemdeki bu deglslkhklere bag}; khmk olaza,k gehsen he:hang: bu komphkasyon henuz
blldmlmem]stu (9) '

s e S ST T

Hemodializ ve hemoperfiizyon cihazlan gibi viicut dist dolagimin kullanddigt durumlarda
koagiilasyon, fibrinolizis ve platelet fonksiyonlari gibi hemostatik parametrelerin dnemli
olgiilerde etkilendigi bilinmektedir (10,11) Bu degisikliklerin, hastalarda izlenen kanama
ve/veya tromboembolik fenomenlerin gelisimine katkida bulunabilece@i diigiiniilmektedir.

Vicut digt dolagim Ozellikleri tagiyan aferez iglemi smrasmda da donc")r kam _trombojenik

ozellikler tagiyabilecek damar digi bir smtemg taginmakta ve santr1fi1gasyon gibi plateletlerin

ST

aktivasyonuna yol agabilecek dis kuvvetler uygulanmaktadu. Bu nedenle aferez igleminin

hemostatik sistemde Snemli degigiklikiere yol agmasi miimkiindiir. Daha Gnce yapilan bir
cahigmada (12) otomatik plazmaferez igleminin plateletleri aktive ettikleri gosterilirken, bagka

bir galismada da plateletferez igleminin goniillii dondrlerde tromboza yatkin bir durum yarattigi

bildirilmigtir (13) Plateletferez islemi swasmnda platelet fonksiyonlarinda ortaya gikabilecek

e degisiklikler, dondrlerde i;mmbocmboiik_qlaylgi' ve/veya kanamaya yatkmlik yoniinden bir risk

-+ olugturabilecekleri gibi, iriin olarak hazirlanan plateletlerin kalitelerini etkilemeleri de sz

" konusu olabilir,

" Bu ¢aligmada kesikli akimla caligan bir aferez cihaz ile gergeklestirilen plateletferez igleminin,

i goniillia 20 erkek dondrde platelet aktivasyonu ve aggregasyonu fizerine yaptifi degisikliklerin

-~ incelenmesi amaglandi. Bu nedenle plateletferez éncesi ve sonrasi alinan tam kan 6meklerinde

o e

s flow. sitometrik yontemle platelet aktivasyonunurf-bir gosterg;\éfjnla!ak platelet membranmdaki

A S e i o,

S CD62 (Qseiektm) ekspxesyonu ve impedans aggregometresi ile platelet]enn ADP, kolla;en ve

i _nstosetm g1b1 agomstlere karst gosterdtklen aggregasyon i)?amtlan__ o}gulduﬁledlgumz kadan
5 le donorlerde plateletferez igleminin platelet aktlvasyonu iizerine olan etkilerinin incelendigi

. Ingilizce literatiirde yayimnlanmis bir galigma bulunmamaktadir
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2. GENEL BILGILER

2.1. PLATELETELER

2.1.1. Yap

Plateletler, megakaryositlerin fragpmentasyonundan kaynaklanan, 2-5 um g¢apinda, 0.5-1 pm
kalinlifinda, 5-7 um® hacminda, niikleus igermeyen, bikonveks, yuvarlak ya da hafif oval
sekilde olan hiicrelerdir (14-16) Viicutta total 10'? diizeyinde bulunmasmna karsin dolasan
kandaki plateletler yaklagik 7 mL'lik bir hacim olugturmaktadurlar. Dolagan kandaki plateletler
total platelet kitlesinin 2/3 iini{i olugturmakta olup geri kalan 1/3'ii dalakta sekestre edilir ve her
iki havuz denge halindedir (16). Dolagan plateletlerin degisim orami ginde litrede 35x10°
diizeyinde olup ortalama yagam siireleri 7-10 giindiir (14-16).

Plateletler, May Griinwald/Giemsa ile boyanan yaymalarda kiigitk, yuvarlak, bazan elonge,
diizensiz pargaciklar olarak g(’lirﬁ}ﬁﬂer.‘ Azurofilik mor graniilasyon, yaklagik 30 lekeden ibaret
olarak agik mavi sitoplazmadan ayrumlanabilir. Aktivasyon bagladiktan sonra graniiller
santralize olur ve sitoplazma homojen hal alir (16). Graniiller elektron mikroskopunda
yuvarlak sekilli, yaklagik 300 nm boyutlarinda, tek bir membranla gevrili birer yogunluk

olarak goriliirler.

2.1.1.1. Platelet graniilleri
Alfa graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar olmak iizere 3 tip graniil tanimlanmigtir.

Bunlarm igerikleri ve iglevleri Tablo 1'de Gzetlenmistir.

2.1:1.1.1. Alfa graniiller
Alfa graniiller plateletlerdeki azurofilik graniillerin yaklagik % 85'ini olustururlar Alfa

- graniillerin igerdigi gok sayidaki substans iki grup halinde toplanabilir. fik grup spesifik

: platelet proteinlerini, ikinci grup ise plazma ya da doku molekiilletini igerir. Bunlar, ya

o prokoagiilan etki gostererek, ya plateletlerin adezyon ve aggregasyonlarim uyararak, ya da

- onarmm progeslerini hizlandirarak hemostaz aktivatorii iglevi gosterirler. Bu faktorler, saliverme

fazt sirasinda plateletlerden gevie ortama salimirlar (16)




"Grey platelet syndrome" olarak bilinen, aggregasyon yitimi ve hemorajik diyatezle
sonuglanan tabloda plateletlerde alfa graniil eksikligi s6z konusudur (14,16,17).

2.1.1.1.2. Yogun graniiller

Tiim graniillerin % 10'unu kapsar. Tipik olarak, vezikiiler membrandan belirgin bir halo ile
ayrilan opak partikiiller olarak goriiliirler Merkezi partikiildeki yogunlugun olduk¢a bol
. miktarda topladify kalsiyum bulunuguna bagh oldugu dusiiniilmektedir Kalsiyamdan bagka
R yogun cisimeikler ADP (total deponun % 64'i), ATP ve serotonin gibi release siasinda salinan
gesitli maddeleri depoladign gibi katekolaminler, pitofosfat ve ortofosfatlar: da igerir (14,16).
- Yogun cisimcikler, endojen ADP salinimina sekonder aggregasyonun olmayisi ile karakterize
' Hermansky Pudlak sendromunda eksiktir (14,16)

-+ 2.1.1.1.3 Lizozomlar

" Daha az sayida olup yalmzca asit fosfataz, aril siilfataz gibi sindirici enzimlerden birinin
. varhiginda gdsterilebilit. Sikatrizasyon siwasinda hemostatik tikacin eliminasyonunda rolleri
= vardrr (16,17).

2.2, iglev
- Plateletlerin en Onemli islevi damarlarda zedelenme oldufu zaman mekanik bir tikag
- olusumunu saglamaktir Bunu adezyon, sekresyon, aggregasyon ve prokoagiilan 6zellikleri ile

.. gergeklegtirirler.

__ _._2.1.2.1. Platelet adezyonu

Kan damarlarinda olusan hasar sonucu subendotelyal bag dokusunun agiga gikmas: ile
‘-'.'lj)lateletler bu bolgeye yamgirlar (adezyon) Plateletler ile damar duvan arasinda olugan
étkilesim siwasinda birgok adezyon molekiilii rol alr. vWF bir yandan subendotelyal
""I'x_likmﬁbrillere baglanirken difer yandan platelet membrammndaki GP-Ib ile baglanir.

salayan ikinci bir baglanma noktasii olusturur. Subendotelyal bdlgedeki kollajen
molekiillerine yapisma ise GP-Ia aracilii ile olmaktadir. Platelet adezyonu sonrasi olusan bir

d1z1 metabolik reaksiyon ile plateletlerde saliverme (release), sekil degisikligi ve aggregasyon

- GP-Tib-TMa reseptor kompleksi de plateletlerin vWF aracilig ile damar duvarma yapigmalanni -




'&usumll baglamaktadir Plateletler daha kiiresel bir gekil almaktadilar ve uzun pseudopotlar
: '.dlustﬂf‘af'ak platelet-platelet ve platelet-damar etkilegimlerini arttirmaktadular (15,16,18,19)

2.1.2.2. Platelet saliverme (release) reaksiyonu
plateletlerin kollajen ile karsilasmalart ve/veya trombinin etkis ile graniillerinde bulunan ADP,

serotonin, fibrinojen, lizozomal enzimler, 3-TG, PF-4 gibi maddeler sahverilirler.

i Alfa graniil glikoproteinleri ve proteinlerinin saliverilisi, platelet aktivasyonu igin son derece
“duyarlt bir gdsterge olarak kullanidmaktadir. Ciinkii bu substanslar yogun graniillerin

éllver_ilisi igin gerekli uyanidan daha diigiik uyart ile saliverilebilirler.

yrica kollajen ve trombinin etkisi ile platelet prostoglandin sentezi artar. Protein kinaz C
aracihg1 ile protein fosforilasyonunu aktive eden diacylglycerol ve intraselliiler kalsiyum
yonlarinin salmmmina yol agan inositol triphosphate saliverilmesi olusur. Ayrica TXA, ,cAMP

iizeylerini diigiirerek saliverme reaksiyonunu arthirir. (15,16,18,19)

1.2.3. Platelet aggregasyonu

| Ortama salinan ADP ve TXA, ile hasarli bolgede daha fazla sayida platelerin aggregasyonu
~gergeklesir. Yeni katilan plateletler de aktive olarak daha fazla saliverme reaksiyonuna yol
. carlar ve olusan bu pozitif geri beslenme sayesinde hasarli endotelyal alanda yeterince biiyiik

_bir plak olusumu saglanu. (15,16,18,19)

12 4. Prokoagiilan aktivite

Plaféletletin saliverme reaksiyonu ve aggregasyonunu takiben agiga gikan PF-3 koagiilasyonun
k_i'_ Onemli basamaginda rol oynamaktadu. Aktive faktdr IX ve VIH ile birlikte faktdr X
a?tivasyonunda 1ol alan PF-3, aym zamanda aktive faktér X ve V ile birlikte protrombinin
ombine doniistiriilmesi basamaklarmnda yer almaktadi. (15,16,18,19)



Tablo 1. Platelet graniillerinin igerikleri ve iglevleri

ALFA GRANULLER

1. Spesifik Proteinler

- PF-4

- BTG
. PDGF

- . Trombospondin

* heparinin notralizasyonu

* adezyon ve agpregasyonun uyatilmasi

* bazofillerden histamin saliveriliginin uyarilmasi

* nétrofil, monosit ve fibroblastiar tizerine kemotaktik etki

* Jokosit elastazin aktivasyonu

* kollajenaz inhibisyonu

* cesitli glikozaminoglikanlarn fiksasyonu

* antiheparin etki

* fibroblastlar {izerine kemotaktik etki (PGI, sentez inhibisyonu )
* fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin gogalmasinin uyarilmasi

* notrofil, monosit, fibroblast ve diiz kas hiicrelerine kemotaktik etki
* aggregasyon ve fibrin olusumu

* hiicre-hiicre etkilesimi

* hemagliitinasyon

2. Plasma ya da Doku Molekiilleri

. Fibrinojen
. Faktér V
. YWF
. Fibronektin
Trombospondin
“Epinefrin
" Plazminojen

Kalsiyum
- Serotonin
- Antiplazmin

Asit hidrolazlar

* aggregasyon ve koagiilasyon

* koagiilasyon

* adezyon

* adezyon

* adezyon ve aggregasyon

* vazokonstriksiyon ve aggregasyon

* fibrinoliz

* yangl, koagiilasyon aktivasyonu
YOGUN CiSIMCIKLER

* adezyon ve aggregasyon

* enerji deposu

* gekil degigikligi, hareket, PG sentezinin aktivasyonu, koagiilasyon

* vazokonstriksiyon, aggregasyon

* koagiilasyon

LIZOZOMLAR
* sikatrizasyon sirasinda hemostatik pithtinin ortadan kaldmilmas:




2.2 PLATELET AKTIVASYONU

: :3. Damar iginde pasif olarak dolagan plateletler, damar duvarmda bir zedelenme ya da yabanci bir

L yiizeyle temas sonucunda zla adezyon, sekil degigikligi, saliverme ve aggregasyon gostererek
lokalize bir hemostatik tikag olustururlar (18). Platelet aktivasyonu, platelet yiizeyini

'  etkileyebilen degisik uyarici ve inhibe edici sinyallerle modile edilen dinamik bir proges-

-.: 5 -. tir (18). Plateletler, bu gesithi uyanlan algilayan spesifik membran reseptérleri tagular Bu

2 reseptorler yoluyla alnan sinyalleri hiicre iginde bulunan ikincil haberciler kompleks bir

* biyolojik yanita déniistiriirler (19).
" Platelet yanit: iki grup halinde siniflandmilabilir (19):

i 1 Adezyon, sekil degisikligi ve primer aggregasyon ( reversibl yanit )

: 2. Saliverig reaksiyonu ve sekonder aggregasyon ( irreversibl yanit }.

Reversibl yanit, plateletlerin endotel hiicre tabakas: arasindaki bogluklarin kapatiimasi, biiyiime
: ~ faktorlerinin alfa graniillerden salwverilisi ve subendoteldeki kiigiik defektlerin onarmm gibi
i ﬁZyolojik iglevleri; irreversibl yanit ise plateletlerin hemostatik iglevini igerir {19-21).

__::__'I:J’yarlya ilk fizyolojik yamit, disk seklinde ve diizgiin olan plateletin adezyonu ve sekil
;_-.:' _deglslkhgldu Iki-ii¢ saniye igerisinde kiire seklini alan plateletlerde 7-8 saniye igerisinde uzun
: pseudopodlax belirir (22,23). Plateletlerin kiire geklini almasi, graniillerinin merkezilesmesi ve
ontraktil hiicre iskeletinin kasilmasi sonucu ortaya ¢ikar (24). Sekil degisikligi swasinda
plazma membranmmin yiizeyi de genislemektedir. Bu da olasilikla yiizeyle baglantii "agik
.kahélikﬁlet‘ sistem" in diga agilmasinin bir sonucudur (25). Fizyolojik kosullarda sekil
:ﬂegisikligi, aggregasyon ve saliverilise onciiliik eder ve bir ongerekliliktir (25,26). Sekil
.'degisikligi sirasinda plateletierin prokoagiilan aktiviteleri de artmaktadir (27),

='p.§$itli fizyolojik substanslar plateletleri aktive etmektedir. Bunlarin iginde en Snemlileri,
-_plateletlerin adezyonunu uyaran vWF ve kollajen; koagiilasyon sisteminde olugan trombin;
 aktive plateletlerden saliverilen endoperoksidier/TXA, ve ADP; dolagimda bulunan epinefrin

o ve Vazopressin; ve uyarilmig ndtrofil ve makrofajlardan salinan PAF'dir (19).



gteieﬂér aktive oldugunda platelet membramindaki lipid dagilimnda degisiklikler olmakta ve
gatif yitkld fosfatidilserinin bityiik bir bolimi membranm dig yiizeyine ¢ikmaktadir (28).
"'.plateletlerin bu ozellifinin hemostatik progeste biyiik énemi vardr Negatif yiklii
sfi pldler faktor IXa, faktdr VIIa ve kalsiyamdan olusan bir kompleks aracihifiyla faktor

faktor Xa'ya ve yine faktdr Xa, faktdor Va ve kalsiyamdan olusan bir kompleks
ac gzlyla da protrombinin trombine déniisiimiinii belirgin olarak artrmaktadur (29-31).
at halindeki plateletler, membranin dis yiizeyinde fosfatidilkolin ve sfingomyelin gibi
tra fosfohpldlen igerdiklerinden faktdr Xa ya da trombin olusumunu uyarma kapasiteleri
iiktiir (28). Plateletlerde faktdr Va igin 1000-2000 adet yiiksek afiniteli baglanma bélgeleri
Junmaktadir (32). Platelete bagh faktdr Va, faktdr Xa igin bir reseptordiir ve platelet bagmna
fak Xa igin 200-300 baglanma bolgesi bulunmaktadir (32). Aktivasyon sirasmda ayrica,
;gﬁ]ﬁ'syon ve fibrinoliziste énemli rolleri olan HMWK, faktor Xlla, faktor XIIa, aktive

e C ve plazminojen igin de baglanma bolgeleri eksprese edilir (33-36).

tive plateletler, t-PA ve iirokinazla kompleks olusturarak bunlart inaktive eden PAI-1'i de
wcnnektedu (37). Alfa graniillerde bulunan PAI-1'in yalnizca % 5'i aktif durumda olup geri
aﬁ buyuk boliimii latent formdadir. Aktive plateletlerden saliverilen TGF-8 ise endotel ve
' kas hiicrelernde PAI-1 ekspresyonunu uyarmaktadir ve bu hiiczelerde olusan PAI-1 aktif

dadr 37.

. Platelet aktivasyon "marker" lan

yirmi yil igerisinde aragtirmacilar pretrombotik ya da trombotik durumun belirlenmesi
aciyla in vive olarak aktive plateletlerin varligim gdstermege yonelik duyarh ve spesifik
yontemler geligtirmege galigmuglardir, Bunlar:

Dolagan platelet aggregatlan (38-40),

-Aﬁﬁve plateletlerden saliverilen ve plazma ya da idrarda saptanan metabolitler

(_I.’.F_¥4, B-TG, 2,3-dinor-TXB,, 11-dehydro-TXB,) (41,42),

Il_n_munoloj ik yontemler

: latelet-associated F XII, GP-Ib-Tila, LAMP-1 ve -2 ,GP-53, GMP-33, GMP-140) (43,44).



fateletler normal kogullar altinda dolagunda istirahat durumunda bulunurlar ve birgok
ﬁzyolollk agonistlerden bir veya birkagi ile uyanldiklan zaman platelet adezyon ve
ggregasyonuna yol agan degisikliklere ugrarlar Bu degisiklikler in vivo kosullarda
labllcccklen gibi, in vitro kosullardan da énemli oranda etkilenmektedirler (45). Platelet
;3knvasyonunun deperlendirilmesi amaciyla kullanilan PF-4, (-TG, tromboksan
etabohtlenmn serum ve idrarda dlgiimii gibi biyokimyasal yontemlerin ¢ogunda uygulanan
3‘--'1ﬁ5nﬁplasyonlar nedeni ile teknik hatalarm dogurdugu yamltict test sonuclan ile kargilagmak
mkiindiir. Bu nedenle klinik olarak yaygm kullanim alani bulamamigiardir

ow sitometrik yontemierle, platelet aktivasyonu smasinda platelet yiizeyinde olugan
episikliklerin degerlendirilmesi yoluyla da platelet aktivasyonunun moniiterize edilmesi
iimkiindiir. Ozellikle tam kan yonteminin kullanildigs durumlarda, plateletler dofal ortamlar
; 191nde analiz edilmektedirler ve santrifiigasyon gibi teknik nedenlerle platelet aktivasyonuna
01 ‘agarak yamiltic: sonuglar dogurabilecek maniipilasyonlar bulunmamaktadr. Bu nedenle
- "latelet aktivasyonlarmnmn degerlendirilmesinde flow sitometrik yontemlerin kullanilmasi, PF-4,
__-fI‘G, tromboksan metabolitlerinin serum ve idrarda Slgiimii gibi biyokimyasal yontemler

'f-.]_.(__l_l..l.l.al’lﬂdlgl analizlere gire daha dogru ve giivenilir sonuglann almmasim saglamaktadiz. (44)

3. PLATELET AGGREGASYON CALISMALARI

lételet apgregasyonu, bir plateletin diger bir platelete yapigmasmi tanimlayan bir terimdir. Bu
lay plateletten zengin plazma veya tam kana aggregan maddelerin (agonist) konulmas: ile
I_dﬁklenebi]ir_ Platelet aggregasyonunun olugabilmesi i¢in kalsiyum, fibrinojen, plazma
alitcfptleti ve aggrepan ajanlara gereksinim bulunmaktadir. Kullanilan aggregan ajanin tipi ve
Konsantrasyonuna gore alinan yamtlar farkhi olmaktadit ADP, epinefrin, kollajen ve ristosetin
31:'?g:6nist olarak klinikte en sik kullanilan maddelerdir Agonist olarak bu maddelerin
kullaniimasinin nedeni in vivo kogullarda da bu maddelerin platelet aggregasyonunda rol
almalarindan kaynaklanmaktadir. (18,19) |

ADP ve epinefiin platelet organellerinde bulunan ve primer hemostatik plak olusumu sirasinda

aktive olan plateletlerden salinan ve platelet aggregasyonunu arttiran maddelerdir. Kollajen ise,
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plateletlerde bulunmayan ancak damarlarda olusan hasar sonrasi agifa gikan ve plateletleri
: " aktive ederek aggregasyon ve primer hemostatik plak olusumunu saglayan bir dizi reaksiyonun
paslamasma yol acan ilk maddedir Bu nedenle in vitro galismalarda plateletlerin yanitlarmn
© degerlendirilmesinde siklikla kullamimaktadirlar. Trombin, arasidonik asit, kalsiyum
 jonophore, ristosetin, bovine faktor VIII ve serotonin ise daha gok ozel durumlarda ve deneysel

" ¢ahymalarda kullamian agonistlerdir.

Primer ve sekonder olmak iizere in vitro olarak iki tip aggregasyon yamt1 s6z konusudur.
Primer aggregasyon reversibldir ve saliveris reaksiyonu olugmaz Sekonder aggregasyon ise
- salwveris ile birlikte ve irreversibldir Plateletlerin aggregasyonu, fibrinojenin baglanabilecegi

- fibrinojen reseptorlerinin belirmesini gerektirit (19). Primer aggregasyon hiicre dig1 ortamda

" kalsiyum ve/veya magnezyumun varlifmnda ve diigiik konsantrasyondaki bir agonistin

 uyarimuyla gergeklesir Bu aggregasyon ve disaggregasyon, fibrinojenin reseptoriine baglanip

ayniimastyla iligkilidit  Yitksek agonist konsantrasyonundan soma gdzlenen irreversibl

i  ; aggregasyon ise baslica saliverme reaksiyonunun bir sonucudur, Biiyiik platelet aggregatlarmin

" olugumuna ADP, aragidonik asitten olusan endoperoksitler ve TXA,, yogun cisimciklerden

" salnan kalsiyum ile alfa graniillerden salman adezif proteinler aracilik eder. Alfa graniillerin

saliverilmesi, platelet yiizeyinde yiiksek konsantrasyonda fibrinojen, fibronektin,

trombospondin ve vWF saglar (19). Alfa graniil ve yofun graniil igeriklerinin salwverilmesi

 tim platelet agonistleri ile uyandan sonra gozlemlenebilitken, lizozomal saliverilis yalnizca

yiiksek konsantrasyonda trombin ya da koliajen ile olasidir (46). Saliverme reaksiyonu
:ﬁ:- smasinda ekstrasclliler alana gegen endoperoksidler/TXA, ve ADP platelet yuzeyindeki
spesifik reseptorlerine baflanarak kalsiyumun mobilizasyonunu, protein fosforilasyonunu,

- inositol fosfolipid hidrolizini ve fibrinojen reseptdriinin agiga gikmasim uyanr Bdylece

- platelet yamiti giiglenmis olur. Endoperoksidier/T XA,nin olugumunun platelet yanitinm

- Teversiblden irreversible déniigimiinde anahtar rol oynadit diigiiniilmektedir (47-49).

- Platelet aggregasyon c¢ahigmalann giinfimiizde platelet fonksiyonlaumn degerlendirilmesinde
- kullanilan en duyarlt in vitro testlerden biridir. Diget bir ok teknikle tani konulmasinm
: miimkiin olmadis bir ok hastalikta, hem tamsal hem de tedavinin etkinlifinin
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| degerlendirilmesi amaciyla kullamilabilmektedir  Plateletlerin  deZisik agonistlere karpt
. gosterdikleri yamitlar arasindaki farkliliklar, trombasteni, Bernard-Soulier sendromu, von
" willebrand hastalifi ve non-steroid antiinflamatuar ilaglarin etkileri gibi konjenital veya

E kazanilmus bir gok platelet fonksiyon bozukluunun tanisinda kullaniimaktadit.

~ Klinikte platelet aggregasyon testleri aggregometre ad1 verilen cihazlar ile yapiimaktadr. Bu
cihazlann iki farkli sistemle c¢aligan tipi bulunmaktadwr. Optik sistemle galigan
aggregometrelerde plateletten zengin plazma kullanilirken, impedans aggregometrelerinde tam

- kan kullanilmaktadir

~~ 2.3.1. Optik aggregasyon testleri
1k kez 1962 yilinda Born tarafindan plateletten zengin plazma orneklerinde platelet

- aggregasyonunun defierlendirilmesi amaciyla geligtirilen kolorimetrik bir testtir (50)

L Optik aggregometreler sabit dalga boyunda caligan spektrofotometrelerdir. Ornegin kondugu
o 37°C'ye 1sitilmis bir bdlim bulunmaktadr Omegin igine konulan metal bir gubukguk

manyetik ortamda, plateletlerin  birbirine temasim arttrmak igin  kangtiic1  olarak

* kullanilmaktadir.

- Optik sistemle ¢ahsan aggregometreler igin antikoagiile kan omegi diisiik santrifiij hizinda
- gevrilerek plateletten zengin plazma ve yiiksek hizda gevrilerek plateletten fakir plazma elde
 edilmektedir.

-~ Optik aggziegometrenin caligma prensibi, spektrofotometredeki drnek boliimi iginden gegen
g transmisyonunda olugan degisikliklerin zamana gore kaydedilmesi temeline
dayanmaktadrr. Ornek kabma PZP konuldu@u zaman plateletlerin varlif nedeniyle isifin bir
. kismi sogrulmaktadir ve bu deger % 0 olarak kabul edilmektedir. Omek kabma PFP
konuldugu zaman ortamda platelet olmadi1 igin 155k minimal sogrulmaktadr ve yiksek olan
bu transmisyon degeri % 100 olarak kabul edilmektedir. PZP igine platelet aggregasyonuna yol

. agan bir agonist eklendigi zaman plateletler aggrege olmakta ve 1513 transmisyonu zaman

iginde artan aggregasyona paralel olarak artmektadir. Zaman iginde ig1gm transmisyonunda

n




12

olusan bu degigiklikler grafik olarak kaydedilmektedir Bu sekilde olusan aggregasyon
egrilerinin egimleri ve dakikalar igindeki oranlari hesaplanarak aggregasyon yamitlan

degerlendirilmektedir.

2.3.2. impedans aggregometresi ile yapilan testler
Tam kan yontemi ile platelet aggregasyonunun impedans metodu kullamiarak

degierlendirilmesi itk kez 1980 yilinda Cardinal ve Flower tarafindan gelistirilmistir (51).

. fmpedans aggregometresi ile yapilan gahsmalarda antikoagiile tam kan kullanilmakta olup PZP
ve PFP hazirlanmasma gerek bulunmamaktadir. Calisma sistemi optik sisteme gore oldukga

- farklidar.

Yine 37°C've sitilmis ve metal ¢ubukguk ile kargtinlan ornek igine elektronik bir prob
- konulmaktadrr, Bu prob iistinde iki ince metal tel bulunmaktadwr Probun dmek igine
daldinlmas: ile birlikte, metal tellerin iistii plateletler ile tek bir kat seklinde kapatilmaktadir.
Bu nedenle iki metal tel arasma milivolt diizeyinde elektrik yikii uygulandifi zaman bir
" elektriksel direngle kargilagilmaktadir. "Ohm" olarak &lgiilen bu direng bazal deger (0 chm)
olarak kabul edilmektedir Ardindan ortama agonist eklenmesi ile birlikte plateletler metal
- tellerin Gizerinde aggrege olmakta ve iki metal tel arasindaki direng artmaktadir. Artan direncin
- zaman igindeki deisimi grafik olarak ¢izdirilerek aggregasyon egrileri elde edilmektedir.
3.' - Belirli bir zaman dilimi icinde olugan direng degisikligi, izlenen maksimum direng degisikligi
" veya dakikadaki maksimum depisiklik hiz: (grafigin egimi) gibi parametreler "ohm" cinsinden
aggregasyon yaniti olarak degerlendirilmektedir.

Impedans aggregometresi ile yapilan &lgiimler igin PZP ve PFP hazirlanmasma gerek
:-: bulunmamaktadit. Bu nedenle tam kan 6rnegine platelet aktivasyonuna yol agarak aggregasyon
- yamtlarmi etkileyebilecek olan santrifigasyon gibi islemler uygulanmamaktadir. Ayrica
plateletler kendi dogal ortamlar1 iginde incelendikleri igin, platelet fonksiyonlarinda etkili
- olabilecek birgok labil faktdr ve diger hiicreler ortamdan uzaklagtinlmamaktadir. Testlerin
 degerlendirilmesinde optik sistem kullanilmadiga igin lipemik, trombositopenik veya dev

.. plateletleri olan hastalarda da impedans aggregometresi giivenle uygulanabilmektedir. Tiim bu
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faktorler impedans aggregometresi ile yapilan galigmalarin deBerini optik sisteme gére

arttirmaktadnr

2.4. FLOW SITOMETRE

2.4.1. Calisma ilkeleri

Flow sitometre, sivi bir ortam icinde dafimis olarak bulunan hiicre veya partikiillerin
ozelliklerinin incelendigi bir tekniktir, Partikiil veya hiicreler tek sira geklinde 6zel bir
bolmeden istenen hizda akarak gegerler Bu suada incelenecek olan hiicrelerin iizerine belirli
bir dalga boyunda laser 1511 gonderilir ve hiicrelerden yansiyan igm ozellikleri ahicilar
tarafindan kaydedilerek bilgisayara degerlendirilmek iizere aktanlir Alicilardan biri hiicrelerin
bityiikliiklerini, digeri graniileritesini ve bir digeri ise yansittiklan flouresans yogunlugunu
algilar, Bu bilgiler, bilgisayar vyardimi ile histogramlar geklinde korele edilerek
incelenebilmektedir. Hiicreler tek sira halinde alicilarn dniinden gegtigi igin, ¢ok kisa bir siire
icinde binlerce hiicrenin her birinin 6zellikleri tek tek kaydedilebilmektedir. Histogramlar
iizerinde biyiiklik ve graniileritelerine gore degisik alanlarda toplanan hiicre
popiilasyonlaninin etrafina ¢izilen pencereler ile sadece istenilen popiilasyonlar {izerinde
degerlendirme yapmak mimkiindiir. Floresans ile baglanoms monoklonal antikorlar
kuilamlarak incelenen hiicrelerin iizerindeki antijenik yapilar tanmabilmektedit. Boylece hiicre
yiizey igeretleri saptanarak normal veya patolojik hiicrelerin tiplendirilmesi yapilabilmekte ve
hastalik durumlarmda tedavilere verdikleri yanitiar moniiterize edilebilmektedir. Flow
sitometre ile, siispansiyon haline getirilebilen her hiicre popilasyonu fizerinde ¢aligma yapmak

miimkiindiiz. (52)

2.4.1. Flow sitometre ile yapilan platelet calismalar:

Flow sitometrik yontemlerin platelet ¢aligmalarinda kullanilmasi, fizyolojik ve/veya patolojik
durumlarda plateletlerin  davramglant konusunda birgok bilgi edinilmesini saglamigtir
Plateletlerin yabanci ortamlar ile karsilasmalar: fizyolojilerini de@istirmektedir. Kan alum
sirasinda turnike uygulanmass, vene igne ile giritmesi, enjektdr i¢ine kann aspire edilmesi, kan

Omeginin tiiplere konulmasi ve plateletlerin diger hiicrelerden izolasyonu igin uygulanan

maniipiilasyonlar simasmda plateletlerde birgok fizyolojik degisiklik olabilmektedir (45). Bu
nedenle plateletler ile ¢aliyma yapilmasi zordur Ozellikle tam kan yontemleri kullamlarak
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yapilan flow sitometrik calismalarda bu sorunlar tiimiiyle apilamasa da biiyiik oranda
azaltilabilmektedir (44) Tam kan ydnteminin flow sitometre ile yapilan galigmalarda birgok
yonden iistiinligi bulunmaktadir Bu yontemde mikrolitre diizeylerindeki kan &rnekleri
caligma igin yeterli olacagindan infant ve bebeklerde, trombositopenik hastalarda ¢aligmalann
yapilmas: miimkiindiit. Tam kan yonteminin  kullanilmas:  swasmnda  plateletlerin
santirfiigasyonu ve yikanmalar: gerekmemektedir, bu nedenle plateletlerin aktivasyonuna yol
acarak test sonuglarmi etkileyebilecek olan maniiplasyon hatalan en aza indirilebilmektedir.
~ Aynica flow sitometre ile platelet subpopiilasyonlarmmn yanitlarm ayn ayn degerlendirmek
 miimkiindiir, 8-TG veya PF-4 dlgiimleri ile platelet aktivasyonlarmmn degerlendirilmesi bu
olanag1 saglayamamaktadir. Birgok fizyolojik ve patolojik durumda flow sitometre ile platelet
yiizeyi iizerindeki antijenik yapilar tanmarak plateletierin idantifikasyonu yapilabilmekte,
. aktivasyon durumlan ve agonistler ile uyarildiklan zaman g6sterdikleri aggregasyon yanitlart

" incelenebilmektedir.

' 2.4.3. Platelet aktivasyonu sirasinda olugan platelet membran degisikliklerinin flow

. sitometrik yontemlerle gosterilmesi

. ADP veya epinefiin gibi zayif bir agonist ile plateletlerin stimiilasyonu platelet GP-1Ib-Hla
: kompleksinde fibrinojen reseptdr bolgesini agiga ¢ikararak  fibrinojenin baglanmasimi
kolaylagtiracak gekilsel bir degisiklife yol agmaktadir ve platelet-platelet aggregasyonu
* olugmaktadir. Plateletler aggrege olduklarinda veya trombin ya da damar duvarindaki kollajen
| ~ gibi kuvvetli bir agonist ile uyanildiklarinda ise degraniilasyon olusmaktadir Degraniilasyon
 swasmda graniil membram hiicre yiizeyine taginmaktadir ve graniil membranindaki spesifik
. glikoploteinler neo-antijen olarak aktive platelet membraninda belirmektedir Platelet
 graniillerinden salman proteinler bu esnada platelet yiizeyine yapigmaktadir. Tim bu

_ degisikliklerin flow sitometrik yontemlerle saptanmast miimkiindiir. (52)

2.4.3.1. GP-IIb-IlIa kompleksinde ve fibrinojen molekiiliinde olugan degigilikler

* Platelet aktivasyonu swasmnda GP-TIb-IMa kompleksinde olan degisiklikler birkag yolla
© gosterilebilir. Omegin aktive hale gelmis GP-Ilb-Illa kompleksine kargt gelistirilmiy olan
" monoklonal antikotlar (PAC-1) ataciligt ile (53), ya da aktivasyon sonucu GP-IIb-Illa

kompleksine yapigan fibrinojen molekiilii, anti-fibrinojen poliklonal veya monoklonal
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antikorlar ile saptanabilir (54). Aktive olmus GP-1Ib-11la kompleksi daha digik afinitede
olmak iizere vWF ve fibronektin igin de reseptdr dzelligine sahiptir Bu nedenle aktive olmus
plateletlerin tagidiklart vWF ve fibronektinin, bu molekiillere kars1 gelistirilmig poliklonal veya

" monoklonal antikotlar ile gdsterilmesi de miimkiindiir (55,56).

_ Akltive olmus GP-ITb-1la kompleksine baglandify zaman fibrinojen molekiiliiniin kendisinde
: de sekil degisikligi olmaktadr, Bu yeni degisikligi saptayabilen monoklonal antikorlarmn
" fullamlmas: ile aktive olmus plateletlere yapismus olan fibrinojenin, plazmadaki fibrinojenden
~ bagimsiz olarak gdsterilmesi mimkiindiir (45).

Aktive olmus GP-IIb-Illa kompleksine fibrinojen molekiiliiniin yapigmast ile GP-IIb-1l1a
kompleksinde yeni bir sekilsel degisiklik ortaya gikmakta ve bdylece LIBS (ligand-induced
_binding sites) adi verilen yeni epitoplar olusmaktadir Bu epitoplara karsi gelistirilen
- monoklonal antikorlar ile de aktive plateletlerin saptanmasi miimkiindiir (37).

-2.4.3.2. Alfa graniil membran antijenlerinin gosterilmesi

Platelet aktivasyonunun gdsterilmesi, degraniilasyon sonucu platelet yiizeyinde beliren graniil
membran antijenlerinin saptanmasi yoluyla da yapilabilmektedir. GMP-140 buntar iginde ilk
;.t_anunlanan antijenlerden birisi olup PADGEM, CD62 antijen ve P-selektin olarak da
‘adlandinimaktadir (58,59). GMP-140 alfa graniillerin membranlan iizerinde butunmaktadur.
‘Ayrica yogun graniillerin membranlar: dizerinde de gosterilmistir (60). fstirahat durumundaki
fij_)lateletlerin yiizeyinde 1000 molekiilden daha az sayida iken, platelet aktivasyonu ile hiicre
:*:_basma 10 000 molekiiliin iizerine ¢ikmaktadir (61,62). Selektinler ailesinin bir iiyesi olan
-sé]ektin, ELAM-1 (E-sclektin) ve lenfosit homing reseptor (L-selektin) gibi bir adezyon
_'_molekﬁlﬁdﬁr (59,63). Nétrofiller ve monositler igin yapisma yeri olan P-selektinin aktive

__'plateletlerin RES  hiicreleri tarafindan dolagimdan uzaklagtinilmasinda 1ol oynadigi

_Alfa graniillerin membranlaninda bulunan GMP-33 de P-selektin gibi istirahat halindeki
lateletlerde cok az sayida bulundugu halde, aktivasyonla ekspresyonu belirgin olarak artan

aska bir antijendir (65).
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Plateletlerdeki alfa graniillerin iginde bulunan ve aktivasyon ile ortama salinan trombospondin
ve PF-4, degraniilasyondan sonta platelet {izerindeki reseptirlerine baglanmak tadir (66,67).
Bu nedenle platelet iizerinde bulunan trombospondin de platelet aktivasyon gdstergesi olarak
kullanilabilmektedir (68).

2.4.3.3. Lizozom membran antijenlerinin gosterilmesi

Plateletlerdeki lizozomlarin membranlannda bulunan GP-53 veya CD63 olarak bilinen bir
glikoproteinin de platelet aktivasyonu ile hicre zarmnda ekspresyonu artmaktadir (55,69)
Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bu proteine diger hiicrelerde ve tiimdr hiicrelerinde de
rastlanabilmektedir (70).

Lizozomal membranlarda bulunan ve aktivasyon ile platelet membranlaninda ekspresyonu artan
" diger iki protein LAMP-1 ve LAMP-2 dir (71)

2434 Yogun cisimcik membran antijenlerinin gosterilmesi
Granulophysin yogun graniil mebraninda bulunan ve platelet aktivasyonu ile ekspresyonu

artan diger bir antijenidir (60).

2.4.3.5. GP-Ib ekspresyonundaki azaligin saptanmasi

‘Trombin ile olusan platelet aktivasyonu sirasinda, yiizeye baglanan kanalikiiler sistem ve alfa
“graniil membranlarindaki GP-IIb-Iila kompleksinin translokasyonu nedeniyle GP-IIb-llla
.::'_kompleks ckspresyonu artarken difer taraftan kanlikiiler sisteme sekestrasyonu nedeni ile
GP-Ib ekspresyonunda azalma olmaktadir (68).

Tum bu yodntemler, platelet aktivasyonundaki kiigik degigikliklerin duyarh birer

 gostergesidirler ve bu nedenle in vitro kogullarda platelet aktivasyonun gdsterilmesi amaciyla



2.5. TEDAVI AMACIYLA PLATELET KONSANTRELERININ KULLANILMAST

2.5.1. Endikasyonlar ve elde edilme yollan

Platelet transfiizyonlan platelet sayisinda azalma veya fonksiyonlarinda bozulma nedeni ile
olugan aktif kanamalanin durdurulmas1 veya Onlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Tedavi
amaciyla platelet transfiizyonu yapilmasinin baslica iki endikasyonu bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi, platelet sayis1 50-80 x 10°/L nin altinda iken aktif kanamanmn izlenmesi, ikincisi ise
platelet fonksiyonlan bozuk olan kisilerde aktif kanamanmn varligwdir. Profilaktik amagh
kullanimlar arasinda ise genellikle hematolojik maligniteli hastalarda veya yogun kemoterapi
uygulanan kisilerde platelet saytsmmn 10-20 x 10°/L nin altinda olusu, platelet sayismm 50 x
10°/L veya altinda olup major cerrahi operasyon veya invazif girisim planlanmasi, platelet
sayismm 50 x 10°/L veya altinda olmasma ragmen 24 saat iginde 1 iiniteden fazla kan kaybmin

izlenmesi sayilabilir. (72)
Transfiizyon amacryla kullanilan plateletier baglica iki sekilde elde edilmektedir:

a. Rastgele dondr plateletler (random-donor platelets): Bir iinite tam kanin alimigindan sonraki
en geg 8 saat iginde plateletlerinin ayniimas: ile elde edilirler. Genellikle 50 mL plazma iginde
5 5x10" platelet igerirler. ikinci jenerasyon torbalarda 5 giine kadar saklanabilen bu rtinlerden
6-8 tanesi transfiizyon oncesi havuzlanarak kullanilurlar.

b. Tek dondr plateletler (single-donor platelets, apheresis platelets): Tek bir dondrden aferez
cihazlanmn kullanilmas: ile elde edilen diriinlerdir, Genellikle 200-400 mL plazma igerisinde
3.0x10" platelet igerirler. Kullanilan setin 6zelligine gére 1 veya 5 giin saklanabilitler. (72)

' 2.5.2. Aferez cihazlan

. Aferez (hemaferez) dondr veya hastadan tam kanin alimarak komponentlerine ayriimasi, istenen

. tiriiniin tutularak diger driinlerin dondr veya hastaya geri veritmesi yoluyla gergeklestirilen bir

-iglemdir. Aferez iglemi transfiizyon amaci ile gerekli diriiniin dondrden toplanmasi veya
- hastanin tedavi edilmesi igin patolojik iriiniin uzaklagtuilmast amaciyla kullanilabilir. Yapilan

__ aferez iglemine, toplanan driiniin nitelifine baght olarak plateletferez, plazmaferez veya

1okoferez adlan da verilebilmektedir, Hiicre ayirmm anlaminda ise sitoferez denmektedir.
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Aferez amaci ile kullamlan makinalar "hiicre aymm cihazlart (cell separators)" olarak
adlanduilmaktaditlar Bu makinalar, santrifigasyon giicii altinda degisik dansitedeki kan
uriinlerinin bitbirinden ayrilmasi prensibi ile galismaktadir Hiicre ayimim cihazlarinda her
aletin kendi dzelliklerine uygun olarak hazilanmisg tiimii steril olan iiriin torbalar1, dondr veya
hastadan alman kanin santitfijj edildigi 6zel toplayici kap (bowl) ve bunlan birbirine baglayan
tip sistemleri bulunmaktadu. Kesikli veya devamlt akimli makinalar olmak iizere iki grubu
bulunan hiicre aymm cihazlarinda dondr veya hastadan alman kan énce santrifiigasyon
durumundaki kap iginde toplanmakta ve bu sirada dansitesine bagh olarak komponentlerine
aynlmaktadir. Daha sonra bu komponentler ¢ogu optik sistem aracilify ile bilgisayara bagh
olan &zel kapakeik ve tiip sistemleri ile iriin torbalarna aktarilmakta, toplanacak olan iiriin
saklanirken geri kalan iiriinler hasta veya donére geri verilmektedir. Kesikli akimla caligan
makinalarda, kap sikluslar halinde 6nce doldurulup sonra bosaitildig1 igin tek bir damar yolu
yeterli olmaktadur Devamli akimla ¢aligan makinalarda ise kanin alinmasi ve eg zamanli ofarak
geti verllebilmest igin iki damar yoluna gereksinim bulunmaktadir Antikoagiilasyon amaci ile
kullanilan sifrat veya heparin, donérden alinan kanin akim hizina uygun bir oranda sisteme
otomatik olarak eklenmektedir. Kullanilan hiicie aymim cihiazlarmin ézelliklerine bagli olarak

iglem siiresi 1-2 saat arasinda degismektedir. (73)

Plateletferez iglemi ile elde edilen tiriinlerdeki platelet sayilarmm, 3.2 x 10" ile 6.1 x 10"
atasmda oldugu bildirilmektedir (74-80). Uriiniin verimini belitleyen parametreler arasmnda
donoriin baglangigtaki platelet sayisi, islenen kan miktari ve kullanilan makinanin cinsi yer

almaktadm

2.5.3. Plateletferez dondrleri

Plateletferez isleminde kullanilacak donorlerin de tam kan donérii olma kosullarini tagimast
gerekmektedir Plateletferez islemi amaciyla donér olarak segilen kisilerin son ii¢ giin i¢inde
Aspirin veya platelet fonksiyonlarini bozabilecek benzeri ilag kullanmamis olmalari
gerekmektedir. Plateletferez islemi ile dondr platelet sayilarnda yaklagik % 30 oranimda bir
azalma izlenmektedir. Klinik olarak anlamh bir degisiklige yol agmayan platelet sayilarindaki

bu diigigin baslangic degerine ulagabilmesi igin 72 saatlik bir siireye gereksinim

bulunmaktadir (81,82). Bu nedenle aym: donérden plateletferez yoluyla platelet toplanmas: dzel
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bir durum sbz konusu olmadikca en az 3 giin ara ile dnerilmektedir. Bir yilda yapilabilecek

toplam iglem sayis1 ise AABB standartlarina gore toplam 24 olarak saptanmugtur. (83)

2.5.4. Plateletferez ile elde edilen platelet konsantrelerinin kullanim avantajlar

Transfiizyon amaci ile kullanilan platelet konsantrelerinin biiyiik bir ¢ounlugu, rutin 1 inite
tam kan donasyonu smasinda elde edilen iiriinlerin 4-8 tanesinin havuzlanmasi ile
saglanmaktadnr. Plateletferez islemi ile ayni dozdaki iriin tek bir dondrden saglanabilmektedir
Plateletferez igleminin daha pahali olmasma ragmen kullammum gerekli kilan birgok avantaj

s6z konusudur Bu avantajlar agagida belirtilen gekilde siralanabilir:

a. Daha once yapilan transfiizyonlar sonrasinda platelet yiizey antijenlerine karg: alloantikor
geligtiren hastalarda rastgele segilen dondrlerden elde edilen platelet konsantreleri ile gereken
yanit alinamayabilmektedir. Bu tiit refrakter hastalarda, ahci ile HLA uyumlu donérlerden
plateletferez istemi ile elde edilen triinlerin kullaniimasi ile bagsanli sonuglar alinmaktadu
(84,85). Alloimmiinizasyona uzun siireli platelet gereksinimi olan hematolojik maligniteli
hastalarda ve kemik iligi transplantasyonu yapilan olgularda stk rastlanmaktadu. Bu tiir hasta

gruplarmda % 50'lere kadar alloimmiinizasyon orami yiikselebilmektedir.

b. Platelet gereksiniminin elde edilen iiriin sayisindan fazla oldugu merkezlerde yeterli platelet
sayisinin  saglanabilmesi igin  plateletferez  islemine bagvurulabilmektedir Ozellikle
transplantasyonun sik yapildifn merkezlerde hem platelet gereksinimi gok olmakta hem de az

sayida elde edilebilen CMV negatif donérlere gereksinim bulunabilmektedir.

c. Platelet transfizyonunun 1astgele dondrlerden elde edilen platelet konsantreleri ile
saglanmasi durumunda alict her transfiizyon smasinda 4-8 dondr ile kargilagmaktadir. Bu
nedenle hem viral gegis hem de alloantikor geligimi agisindan plateletferez yoluyla elde edilen

Grfinlerin kullanilmasi, alicinin karsilastifr donér sayisim azaltarak, dzellikle sik transfiizyon

gerektiren alic1 popiilasyonunda bu tiir komplikasyonlann sayisini azaltabilmektedir (86,87).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Bu ¢aligma, Akdeniz Universitesi Hastanesi Kan Merkezi'ne bagvuran ve yaglarnt 26 ile 32
(ortanca 29) arasinda degisen 20 erkek gonilli mgktig}g&_ig}}é}ﬁM@zctinde yapildt. Biitiin
dondrler kan bankalarinca kabul edilen stanci;?w&;;lﬁr olma dzelliklerini tasiyordu Dondrlerin
higbirinde kanama anamnezi, ailede kanamali hastalik, splenektomi Gykiisii ve son 10 gin
iginde Aspirin, non-steroidal anti-inflamatuar ilag gibi platelet fonksiyonlarmi etkileyebilecek

ilag kullanim: dykiisii yoktu,

3.2. PLATELETFEREZ ISLEMI
Plateletferez iglemi Haemonetics V50 Plus Blood Cell Separator (Haemonetics Corp.

Massachusetts, U.S.A) kullanilarak gergeklestirildi Kesikli akim prensibiyle calisan bu

cihazda, firma tarafindan aferez cihazi igin dzel olarak firetilen tiimii steril, tek kullanimlik, agik

sistem setler kullanildi. Plateletferez iglemi iretici firma tarafindan onerilen gekilde toplam 8

siklus olacak sekilde uygulandi Plateletferez islemi sirasinda antikoagiilan olarak 500 mL

Mg 23R SRR b e
ACD (Adenine, citrate, dextrose} solisyonu kullanildi.

3.3. KAN ORNEKLERI

Plateletferez oncesi kan ornekleri, iglem baglamadan hemen once, plateletferez setinin
baglanmas: igin kullanilan genis gapli dzel igne ile staz yapmaksizin, 6n kol iizerinde uygun
gapta bir vene girilerek alind1. flk 2 mL kan drnegi EDTA igeren tiiplere almarak otomatik tam
kan saymm i¢in kullamldi. Daha sonraki Sinekler platelet aggregasyon ve aktivasyon

galigmalarinda kullaniimak tizere % 3.8 oraninda sodyum sitrat igeren (1 mL sitrat + 9 mL kan

drmegi) tiiplere alindi

Plateletferez isleminin sonunda dondr setten ayrildiktan hemen sonra 21 gauge igne ile staz
yapmaksizin diger kol iizerindeki uygun bir vene girilerek kan drnekleri yine siasi ile EDTA

ve sitrat iceren vakumlu tiiplere almd1. Tiim galigmalar, kan orneklerinin almmasindan sonra en

gec 2 saat igerisinde gergeklestirildi
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3.4, PLATELET SAYIMT
Platelet sayimi Akdeniz Universitesi Metkez Laboratuvart'nda bulunan Coulter STKS (Coulter
Electronics Ltd. Northwell, England) marka otomatik tam kan sayun cihazi kullamlarak cifthi

calisma ilkeleri ile yapild.

3.5. AGGREGASYON CALISMALARI

Plateletlerin  agonistlere karsi aggregasyon vyantlarimin degerlendirilmesinde Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali Ozel Hematoloji Laboratuvar'nda bulunan
tam kan yontemi ile ¢aligan impedans aggregometresi {Chrono-Log Whole Blood Impedance
Aggregometer, model 550, Chrono-Log, Havertown, PA, U.S A ) kullanild1.

Plateletlerin agonistlere (Chrono-Log, Havertown, PA, US A) karsi olan aggregasyon
yanitlarinin degerlendirilmesi amaci ile ADP 10 pmol/L, kollajen 2 umol/L ve ristosetin 10

pmol/L'lik final konsantrasyonlarinda kullanildi.

Aggregasyon yanitlar agagida belirtilen sekilde degerlendirildi:
i Dakikalik maksimum aggregasyon hizi (ohm/dakika)
it. Agonistin eklenmesinden sonra 3. ve 6. dakikalardaki maksimum aggregasyon diizeyi
(ohm)

iii. Agonistin eklenmesinden sonra izlenen maksimum aggregasyon diizeyi (ohm)

3.6. MONOKLONAL ANTIKORLAR

Flow sitometre ile yapilan élgiimlerde incelenen partikiillerin platelet olduklarimin gosterilmesi
amamylé insan platelet GP-IlTa {CD61) antijenine karg1 gelistitilmis olan FITC ile direkt olarak
bagli mouse monoklonal antikor (anti-CD61-FITC, Cymbus Bioscience Ltd, UK) kullanild:

Aktive plateletlerin saptanmasi amaciyla insan platelet CD62 (P-selektin} antijenine kargt
geligtirilmig olan FITC ile direkt olarak bagh mouse monoklonal antikor (anti-CD62-FITC,

Cymbus Bioscience Ltd, UK) kullamldi

I
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3.7. FLOW SITOMETRIK ANALIZ |
Platelet aktivasyon analizleri Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali Ozel
Hematoloji Laboratuvar'nda bulunan flow sitometre cihaz (Epics Profile II, Coulter

Electronics, Inc., FL, U.S A ) kullanilarak gergeklestirildi.

Flow sitometre ile yapilacak analizler igin tam kan yontemi kullamildi Kan ornekleri,
donétlerden almmasin: takiben en geg 10 dakikalik siire iginde laboratuvara ulastinldi ve 5 pL
kan rnedi, S0 uL Hepes-buffered saline (HPS)(0.145 mol/L. NaCl, 5x10° mol/L KCl, 1x10°?
mol/L. MgSO4, 0.01 mol/L. Hepes, PH 7.4) ve 5 uL monoklonal antikor (anti-CD61-FITC veya
anti-CD62-FITC veya negatif izotipik kontrol) igeren tiiplere konuldu Orneklerin 20 dakika
siire ile karanlik bir ortamda ve oda sicaklifinda inkiibasyonunu takiben 0.5 mL % 2'lik formyl
saline (% 0.9 NaCl iginde % 0.2 formaldehyde) konularak plateletier diliie ve fikse edildi. En

geg 2 saat iginde flow sitometre ile 6lgiimler yapilda

Flow sitometre cihazi 15 mikron ¢apindaki boncuklar (mmunocheck, Coulter Electronics, Inc,,
FL, U.S.A) ile kalibre edildikten sonta tam kan yontemi ile hazirlanan 6inekler cihaza verildi.
Pargalanmus hiicre artiklar: ve elektronik kirlilik 6n saginim (forward scatter) iizerinde ayatlama
yapilatak uzaklasturldi Oncelikle plateletler, biiyiiklik ve graniileritelerine gére hiicrelerin
dagilimlarmi gdsteren on (forward) ve 90%1ik yan sagimim (right-angle light scatter) histogrami
kullanilarak, eritrosit ve lokositlerden ayrildi ve plateletler ile ilgili analizler belirlenen bu
bolge iizerinde gergeklestirildi. Analiz bblgesindeki partikiillerin en az % 98'inin CD61 tasidigt
gosterildi (CD61 pozitif partikiil yiizdesi). Aktive platelet oranmin saptanmast igin analiz
bolgesindeki  partikiillerden negatif izotipik kontroliin  floresansindan daha yogun
anti-CD62-FITC floresans gosterenlerin total partikiil igerisindeki yizdesi (CD62 pozitif
platelet yiizdesi) saptandi.

CD62 porzitif plateletlerin yiizdesinin plateletferez islemi sonucunda beklenen platelet

sayismdaki diigmeden etkilenebilecegi diisiincesiyle, bunu ortadan kaldirabilmek amactyla kan

orneklerindeki platelet sayilarn CD62 porzitif platelet yiizdesi ile garpilarak "dolagan aktive
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platelet (DAP)" sayis1 hesaplandi. (DAP = CD62 pozitif platelet yitzdesi X ornekteki platelet. :

sayisi)

CD62 flotesans yogunlugu, yani platelet bagina diigen ortalama CD62 molekill miktarmim

gostergesi olarak ortalama kanal numarasi {mean channel number) kullamldi

3.8 ISTATISTIK

Istatistik analizlet SPSS hazir istatistik paket programt {(SPSS for Windows, Version 501,
SPSS Inc, IL, U S.A) kullanilarak gergeklestirildi. Dondrlerde plateletferez islemi sonucunda
gozlenen degisikliklerin degerlendirilmesinde non-parametrik "Wilcoxon's signed—rénk test"
kullamld:. Yapilan "Shapiro-Wilks" testi ile normal dagilun 6zellikleri gosterdigi igin ortalama
kanal numarasmda gozlenen degisikliklerin degerlendirilmesinde "paired t-fest' kullanild:

005 den kicik " p " degerleri anlamh olarak kabul edildi. Metin igerisinde, tablo ve

sekillerdeki degerler ortalama (SD) ve ortanca (min-max) (minimum-maximum) olarak verildi




1. Plateletferez islemi sontasinda dondrlerin hemoglobin, hematokrit ve beyaz kiire

sayilarinda islem éncesine gore anlamh bir degigiklik saptanmadi (Tablo 2)

Table 2. Plateletferez uygulanan donétlerde islem Oncesi ve sontrast hemoglobin,
hematokrit ve beyaz kiire sayilarinda goézlenen degisiklikler.
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4. SONUCLAR

Plateletferez Plateletferez
oncesi sonrasi
ortalama (SD) ortalama (SD) P
ortanca (min-max) | ortanca (min-max)
Hemoglobin (g/dL.) 150(14) 14 3 (1.4) >0 05
15.3 (10.8-16.7) 14.8 (11.0-16.3)
Hematokrit (.46 (0.04) 0.43 (0 04) >0 05
0.46 {0.34-0.54) 0.43 (0.33-0.51)
Beyaz kiire (10°/L) 7.9 (1.5) 76(1.5} >0.05
7.9 (5.7-11.8) 7.4 (5.6-11.0)

2. Yapilan plateletferez isleminin etkinliginin bir gostergesi olarak platelet sayilarinda islem
% 28.0 (£1.7) oranmda anlamh azalma saptandi (p=0.0001)

e T PR

oncesine gore ortalama
(Tablo 3).

Tablo 3. Plateletferez uygulanan donérierde islem dncesi ve sontasi platelet
sayilarinda gozlenen degisiklikler

Plateletferez
oncesi

Plateletferez
SONrasi

ortalama (SD)
ortanca (min-max}

ortalama (SD)
ortanca (min-max)

Platelet sayis1 (10°/L)

237.1 (479)
235 (123-353)

1715 (357)
169 (11-274)

0.0001

il
Flz
BE]
i
\
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3. Plateletferez islemi ile plateletlerin 10 pmol/L.lik final konsantrasyonundaki ADP'ye karsi
gosterdikleri aggregasyon yamtt anlamli olarak azald: (Tablo 4, Sekil 1-4)

sy RS E a TR

Table 4. Plateletfercz islemi oOncesi ve sonrasinda plateletletin ADP'ye Kkarg
gosterdikleri aggregasyon yanttinda gozlenen degigiklikier

Plateletferez Plateletferez
oncesi sonrasi
ortalama (SD) ortalama (SD) P
ortanca {(min-max)| ortanca (min-max)
Dakikadaki maksimum 89(42) 2.9 (2.0} 0.0001
aggregasyon iz (ohm/dakika)| 9.0 (1.5-16.0) 2.5 (0.5-8.0)
3. dakika sonundaki 96(2.9) 46(24) (.0001
aggregasyon diizeyi (ohm) 9.5 (4.0-14.0) 3.7 (1.0-10.0) L
6. dakika sonundaki 1093 1) 68 (3.6) 0.0002 f
aggregasyon diizeyi (ohm) 10.7 (4.0-16.0) 6.7 (1.0-15.0) ’
fzlenen maksimum aggregasyon | 11.3 (3.3) 67(3.4) 0.0001 i
diizeyi (ohm) 11.2 (4.0-16.5) 6.0 (1.0-15.0)
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PLATELETFEREZ ONCESI PLATELETFEREZ SONRASI

Sekil 1. Plateletferez uygulanan herbit dondrde, islem dncesi ve sonrasi, plateletlerin
10 pmol/L final konsantrasyonundaki ADP'ye kars: gosterdikleri dakikadaki
maksimum aggregasyon hizinda (ohm/dakika) gézlenen degisiklikler. Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degerlerini gostermektedir.
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Sekil 2. Plateletferez uygulanan herbit dondrde, islem oncesi ve sonrasi, plateletlerin 10
umol/L final konsantrasyonundaki ADP'ye karsi gosterdikleri 3. dakika
sonundaki aggregasyon diizeylerinde (ohm) gozlenen degisiklikler. Siyah
nokta ortalama, dikine gizgiler SD degZerlerini géstermektedir

P R
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PLATELETFEREZ ONCESI PLATELETEFEREZ SONRASI

Sekil 3. Plateletferez uygulanan herbir donérde, islem éncesi ve soniasi, plateletlerin 10
pmol/L final konsantrasyonundaki ADP'ye karst gdsterdikleri 6. dakika
sonundaki aggregasyon diizeylerinde (ohm) gozlenen degisiklikler. Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degerlerini géstermektedir. .

el RS
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PLATELETFEREZ ONCES! PLATELETEEREZ SONRASI

Sekil 4. Plateletferez uygulanan herbir dondrde, islem éncesi ve sonrasi, plateletletin 10
pmol/L final konsantrasyonundaki ADP'ye karst gosterdikleri maksimum
aggregasyon diizeylerinde (ohm) gézlenen degisiklikler. Siyah nokta ortalama,
dikine cizgiler SD degerlerini gostermektedir




4. Plateletferez islemi ile plateletlerin 2 pmol/L'lik final konsantrasyonundaki kollajene kargt
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gosterdikleri aggregasyon yaniti anlamli olarak azaldi (Tablo 5, Sekil 5-8)

Tablo 5. Plateletferez iglemi éncesi ve sonrasinda plateletlerin kollajene karst

RS S
S

R R Y

gosterdikleri aggregasyon yamitinda gézlenen degisiklikler

e

Plateletferez Plateletferez
dncesi sonrasi
ortalama (SD) ortalama (SD) p
ortanca (min-max) | ortanca (min-max)
Dakikadaki maksimum 96((3.7) 5.0(16) 0.0002
aggregasyon hizi (chm/dakika) | 9.0 (3.5-18.0) 4.7 (3.0-9.0)
3. dakika sonundaki 12527 81(2.7) 0.0001
aggregasyon diizeyi (ohm) 12.7 (7.5-18.0) 7.7 (3.4-15.0)
6. dakika sonundaki 155(28) 11.7(29) 0.0003
aggregasyon diizeyi (ohm) 15 (10.0-21.0) 12 (6.5-18.5)
izlenen maksimum aggregasyon | 16.1 (2 7) 121(26) 0.0002
diizeyi (ohm) 15.5 (10.0-21.0) 12 (7.5-18.0)
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Sekil 5. Plateletferez uygulanan herbir dondrde, islem Oncesi ve sonrasi, plateletletin 2
pmol/L final konsanttasyonundaki kollajene kars: gosterdikleri dakikadaki
maksimum aggregasyon hizinda (ohm/dakika) gdzlenen degigiklikler. Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degerlerini géstermektedir.
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Sekil 6. Plateletferez uygulanan herbir donérde islem dncesi ve sonrasi, plateletlerin 2
pmol/L final konsantrasyonundaki kollajene karsi gosterdikleri 3. dakika
sonundaki aggregasyon diizeylerinde (ohm) gézlenen degisiklikler Siyah

nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degerletini géstermektedir.
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Sekil 7. Plateletferez uygulanan herbir dondrde, islem dncesi ve sontasi, plateletlerin 2
pmol/L final konsantrasyonundaki kollajene karsi gosterdikleri 6. dakika
sonundaki aggregasyon diizeylerinde (ohm) gozlenen degisiklikler. Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degerlerini géstermektedir.

PLATELEIFEREZ ONCESI PLATELETFEREZ SONRASI

Sekil 8. Plateletferez uygulanan herbir donérde, iglem 6ncesi ve soniasi, plateletlerin 2
pmol/L final konsantrasyonundaki kollajene karst gosterdikleri maksimum
aggregasyon diizeylerinde (ohm) gozlenen degigiklikler. Siyah nokta ortalama,
dikine ¢izgiler SD degerlerini gostermektedir.
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esetine

5. Plateletferez islemi ile plateletlerin 10 umoVL'lik final konsantrasyonuﬁdaki rist

e e,

kargi gosterdikleri aggregasyon yz}pm anlamh olarak azaldi (Tablo 6, Sekil 9-12).

ot ettt cwan R e A5 i 3

Tablo 6. Platcletferez islemi dOncesi ve sonrasinda plateletlerin ristosetine katsi

gosterdikleri aggregasyon yamtinda gozlenen degisiklikler

Plateletferez Plateletferez
oncesi sonrasi
ortalama (SD) ortalama (SD) p
ortanca (min-max) | ortanca (min-max)
Dakikadaki maksimum 137(6.9) 50(42) 0.0004
aggregasyon hizi (ohm/dakika)| 12.7 (5.0-27.5) 3.7 (1.0-17.5)
3. dakika sonundaki 10.5(3.3) 6.2(43) 0.0009
aggregasyon diizeyi (ohm) 9.7 (5.0-17.0) 6.0 (2.0-20.0)
6. dakika sonundaki 11937 83(4.7) 0.0025
aggregasyon diizeyi (ochm) 11.2 (6.0-20.5) 7.0 (2.5-22.0)
Izlenen maksimum 122 (3.8) 7747 0 0006
aggregasyon diizeyi (ohm) 11.5 (6.0-20.5) 7.0 (2.5-22.0) |'
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Sekil 9. Plateletferez uygulanan herbir donédrde, iglem éncesi ve sonrasi, plateletletin 10
pmol/L final konsanfrasyonundaki ristosetine kars: gosterdikleri dakikadaki
maksimum aggregasyon hizinda (ohm/dakika) gozlenen degisiklikier. Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degetlerini gostermektedir

] ]
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PLATELETFEREZ ONCESI PLATELETFEREZ SONRASI

Sekil 10. Plateletferez uygulanan herbir donorde, islem Gncesi ve sonrasi, plateletlerin
10 umol/L final konsantrasyonundaki ristesetine karst gdsterdikleri 3. dakika
sonundaki aggregasyon diizeylerinde (ohm) gozlenen degisiklikler. Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degerlerini gostermektedir.
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Sekil 11. Plateletferez uygulanan herbir donorde, islem oncesi ve sonzasi, plateletlerin
10 pmol/L final konsantrasyonundaki ristesetine kargi gosterdikieri 6. dakika
sonundaki aggregasyon diizeylerinde (ohm) gézlenen degisiklikler Siyah
nokta ortalama, dikine ¢izgiler SD degetlerini gostermektedir.
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Sekil 12. Plateletferez uygulanan herbir donérde islem Gncesi ve soniasi, plateletlerin
10 pumol/L final konsantrasyonundaki ristosetine karsi gdsterdikleri
maksimum aggregasyon diizeylerinde (ohm) gozlenen degisiklikier. Siyah
nokta ortalama, dikine gizgiler SD degetlerini gostermektedir.
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6. Plateletferez islemi sonrasinda ortalama CD62 (P-selektin) pozitif platelét yuzdes1 an]amh o

olarak azaldi (p=0.04) (Tablo 7, Sekil 13},

Tablo 7. Plateletferez islemi dncesi ve sonrasinda CD62 pozitif platelet yiizdelerinde

gozlenen degigiklikler.

0.07 (0.05-0.15)

0.07 (0.00-0.13)

Plateletferez Plateletferez
dncesi sonrasi
ortalama (SD) ortalama (SD) p
ortanca (min-max) | ortanca (min-max)
CD62 pozitif platelet yiizdesi 0.08 (002} 0.07 (0.02) 0 04

/ .16

014 + ..

1
i\‘
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008
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Sekil 13. Plateletferez uygulanan herbir dondide, islem oncesi ve sonrasi, CD62 porzitif
platelet yiizdelerinde gozienen degisiklikler Siyah nokta ortalama, dikine
cizgiler SD degetlerini gostermektedir.
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7. Dolagan aktive patelet sayilarinda islem soniasi islem &ncesine gére belirgin azalma

saptand: (p<0.0001) (Tablo 8, Sekil 14).

Tablo 8. Plateletferez iglemi dncesi ve sonrasmda dolasan aktive platelet sayilarinda
gozlenen degisiklikier

Plateletferez Plateletferez
dncesi sonrasi
ortalama (SD) ortalama (SD) p
ortanca (min-max)| ortanca (min-max)
Dolagan aktive platelet sayis1 (10°/L)| 184 (6.9) 112 (4.0) (0 0001
16.4 (10.1-38.8) 12.0 (8.2-19.6)
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Sekil 14. Plateletferez uygulanan herbir dondrde islem Oncesi ve sonrast, dolagan
aktive platelet sayidlarinda gézlenen degisiklikler. Siyah nokta ortalama,

dikine gizgiler SD degetlerini gdstermektedir
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8. Plateletferez islemi sonrasinda ortalama kanal numarasi: ile gdsterilen plateletler

iizerindeki ortalama CD62 yoguniugu anlamh olarak azald: (p=0.036) (Tablo 9, Sekil 15).

Tablo 9. Plateletferez iglemi dncesi ve sonrasinda ortalama kanal numaralarinda

(CD62 yogunlugu) gozlenen degisiklikler

Plateletferez Plateletferez
dncesi sonrasi
ortalama (SD) oertalama (SD) P
ortanca (min-max)| ortanca (min-max}
Ortalama kanal numarasi 1576 (103) 1786 (108) 0.036
{ortalama CD62 yogunlugu) 1769 (1577-1994) | 1779 (1600-2003)
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Sekil 15. Plateletferez uygulanan herbir dondrde islem Oncesi ve sonrasi, ortalama
kanal numaralarinda gozlenen degisiklikler. Siyah nokta ortalama, dikine

cizgiler SD degerlerini géstermektedir.
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5. TARTISMA

_"Hemodiyaliz cihazlar1 ve hemopetfiizyon cihazlaii gibi viicut disi dolagimin kullanildig

grumlarda koagiilasyon, fibrinolizis ve platelet fonksiyonlart gibi hemostatik parametrelerin
'oncmh Olgiilerde etkilendigi bilinmektedir Hemodiyaliz iglemi smasinda kanmn yabanci
membranlar ile karstlagmas: sunucu koagiilasyon sistemi aktive olmaktadir. Diyalizer
-__membramnda thrombomodiilin, heparan siilfat gibi endojen endotelyal modiilatorlerin yoklugu
_f__ﬂedcni ile koagiilasyonun defektif bir gekilde regiilasyonunun yapilabildigi, fibrinolitik,
5_zahfiﬁb1'inolitik sistem ve dogal antikoagiilan proteinlerde hem antijenik hem de fonksiyonel
;__ge.gitli degisikliklerin izlendigi ve plateletlerin aktive olduklart bir gok galismada gosterilmis-
_1;.(88n90).‘ Bu degisikliklerin hemodiyaliz uygulanan hastalarda, e zamanh olarak izlenebilen
hem kanama hem de tromboembolik fenomenlerden sorumlu olabilecekleri diisliniilmektedir.
ifPié_tcletlerin yabanct yiizeyle karsilagtigi bir difer durum olan agik kalp operasyonlarmdan
'_Sdft.l['a da hemostatik sistemde benzer degisiklikler izlenmekte olup plateletlerin aktive

olduklarini gosteren ¢alismalar bulunmaktadar (10,11)

Afetez 1slem1 sirasinda da dondrden ahnan kan, ttombo;emk ozellikler tagtyabilecek damar disi

e tasmmakta ve santnfugasyon gibi plateletlenn aktlvasyonuna yol aqabllecek dls

B

kuvvetlet uygulanmaktadn Bu nedenle aferez isleminin de hemostatik sistemde Snemli

deglslkhklere yol agmas! miimkindiir Nitekim Wan ve arkadaglan (12) tarafindan yapilan bir
g_a_hsmada otomatik plazmaferez isleminin plateletleri aktive ettifi gosterilmistir. Plateletferez
15_1§minin de goéniillii donédilerde tromboza yatkin bir dwrum yarattifi, protrombin fragmant
'1'.+. ., trombin-antitrombin kompleks, fibrinopeptid-A, piotein C, protein S, antitrombin-III,
_'b-baglayicl protein, plazminojen, a-2-antiplazmin ve koagiilasyon faktdtleri gibi oldukga
__‘iyaf'll parametrelerin kullamldig detayli bir ¢aligmada gdsterilmigtit (13). Tiim bu bulgularin

Islglnda p]gteletférez isleminin de dondilerde platelet algtivasyonuna yol agmasi beklegebilix:

Bizim ¢ahismamizda ise plateletferez islemi sonrast dondilerde CD62 pozitif platelet ytizdesi ve
DAP sayilart anlamli olarak disiik bulunmustur. Wan ve arkadaslannm (12), otomatik
Plé?lnaferez isleminin dondrlerde platelet aktivasyonuna yol agtigini gosterdikleri galigmada da

ﬂOIW sitometrik ydntemle CD62 ekspresyonuna bakilnistir. Bu iki alisma arasindaki farklilik
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bir ka¢ sekilde agiklanabilir (i) Plateletferez islemi sonrasinda don&r platelet sa&is;lnda o
ortalama % 3('lara kadar varabilen azalma izlenmektedir. Plazmaferez igleminde ise toplanan -

iiriin plazma oldugundan islem sonu platelet sayisinda azalma olmamaktadu Plateletferez -

jslemi strasinda da aynen plazmaferez igleminde oldugu gibi platelet aktivasyonu oluyorsa bile,

platelet sayisindaki azalmaya yantt olarak kemik iliginde yeni tiretilen veya dalak havuzundan
dolagima verilen istirahat halindeki plateletierin dolagima katilmalar1 sonucu DAP sayilan
azalmis olarak saptanabilir. Her bir platelet bagina ditsen CD62 yogunlugunun bir gostergesi
olan ortalama kanal numaralatinda anlamli artis olmasma ragmen CD62 pozitif hiicre
yiizdesinin azalmis olmast bu olasihig desteklemektedit (ii)) Wan ve arkadaglarmin yapmug
olduklant calismada kullanilan Autopheresis-C Plasma Collection System (Baxter-Fenwal,
Deerfield, IL) setlerinin aksine bizim plateletferez islemi igin kullandifimiz setler platelet
aktivasyonuna yol agacak kadar trombojenik olmayabilir. (iii) Diger bir olasilik ise selektin
ailesinin bir iiyesi ve adezyon molekiilii olan CD62, aktive plateletlerin nédtrofil ve monositlere
adezyonuna yol agarak, flow sitometrik analiz swasinda aktive plateletlerin platelet analiz

bélgesi diginda yer almalarma ve bu nedenle CD62 oramnm oldugundan daha diigik olarak

saptanmasina yol agmig olabilir.

Bu olasiliklarin test edilmesi amaciyla; (i) toplanan iiriin igindeki aktive platelet oranlatinin ve
sayllarmin gosterilmesi, (i) degigik sistem ve setlerle galisan makinalar ile aym dizayndaki
kargilagtiemalt caligmalann planlanmas:, (iii) flow sitometrik analiz smasinda ikt ayn renk
floresans tagiyan antikorlar kullamilarak, platelet marker: tagiyan tiim partikilern yani notrofil

ve monosit iizerine yapismg olan plateletlerin de incelendigi ¢aligmalarin  yapilmast

ger ekmekte;:dir.‘

Bilindigi gibi 6zellikle intensif kemoterapi uygulanan ileri derecede trombositopenik hastalara
platelet konsantrelerinin verilmeleri ¢ok 6nemli bir destek tedavisi olanat saglamaktad
Yapilan platelet transfiizyonlatinin etkinligi, transfiizyon sonrasi platelet sayilarindaki artis ve
klinik olarak kanamaya olan yatkinligmn azalmasi ile degérlendirilmektedir Platelet
transfiizyonlarmdan beklenen yamitin ahnabilmesi igin konsantre halde 5 giine kadar

saklanabilen plateletlerin transfiizyon sontasi normal fonksiyonlarmi devam ettirebilmeleri
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gerekmektedir Ikinci kugak torbalatda bile plateletlerin 5 giin saklanmalari sonucunda 6nemli
morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel degisikliklerin oldugu gosterilmistit (91-95) Bu siire
igerisinde plateletlerin disk yapisinm kiiresel yapiya dondiigi ve hipotonik sok yamitinin
azaldig1 (96,97), plazma kalsiyum, 1. DH, laktat ve 8-TG diizeylerinin arttifi, glukoz, pCO2 ve
hiicte igi ATP diizeylerinin azaldigi (98-100), hiicrelerin aggregasyon yamitinin ve serotonin
verilisinin azaldigr (101), platelet yizey glikoproteinlerinin ekspresyonlarinda plateletlerin
aktive olduklarim gosteren degigikliklerin olustugu bildirilmistin (102-107). Daha énce yapilan
baz1 ¢alismalarda plateletlerin saklanmalar sirasinda artan siire ile birlikte platelet aktivasyon
markerlarmda da artis oldugu ve bu plateletlerin transfiizyon sonrasinda etkinliklerinin azaldigi
rapor edilmigtir (102,108). Bununla birlikte bu degisikliklerin plateletierin  alicmmn

dolagimindaki sayismi ve yasam siirelerini etkilemedigini bildiren in vive g¢ahigmalar da

bulunmaktadir (91,109-111)

Yaptigimiz bu ¢alisma sirasmda plateletfergz isle_mi_ni_n donorlerdcpla_telctaknvasyonunayol

-

agmadigini, aksine DAP sayisinda azalma oldugunu saptadik Eger bu azalma aktive

At b i A WS

plateletlcnn selektlf olarak platelet torbalarmda birikimini sonucu 1zlen1y01 ise, yuksek oranda

aktive P /atelet 1geten bu urunlenn dofi%r 1 Venlrnem platelet t{ansﬁlzyonlat min etkmllgml

o iy

@ Ancak c;ahsmammda tmbalar igindeki aktive platelet oran ve sayilari saptanmadig

igin bu hipotezin dogrulugu test edilememistir.

Yaptigimiz ¢aligmada, plateletferez islemi soniast plateletlerin agonistlere karst gosterdikleri
aggregasyon yanitlarinda anlamh azalmalari oldugunu gozledik. Bu durum viicut dis1 dolagim
sirasinda  "hiperaktif" duruma gegtikten sonra dolasima katilan "yorgun" (exhausted)
plateletlczin- varlifina bagh olabilir (40} Plateletlerin viicut digi dolagim sirasinda olusan

trombin ve yabanci yizeyler ile temaslari onlari aktive etmig olabilir Bu aktlvasyon sonucu

"yorgun" duruma gelen plateletler agomstlete kaISI azalmls yamt vermis olabilirler.

., - e TR

Sonug olarak; aferez isleminin uygulandigt dondrlerde izlenen hemostatik anormalliklerin
klinik anlamlari tam olarak agiklanabilmis degildir. Bu degisiklikler donérlerde tromboembolik

olaylar ve/veya kanamaya yatkmhk yoniinden bir risk olusturabilecekleri gibi, ozellikle

plateletferez isleminin plateletler izerinde yapmis oldugu degisikliklerin tiriin olarak hazirlanan

>
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plateletlerin kalitelerini etkilemeler1 de olasidir. Haemonetics V50 Plus Blood Cell Separator
cihazi ile yapilan plateletferez iglemi donorlerde platelet yoniinden trombofilik bir yatkinhk

ortaya gikarmamaktadir. Plateletferez isleminin platelet aktivasyonu igin yeterince kuvvetli

trombojenik bir prosediir olup olmadifi ve/veya aktive oluyorlar ise bu plateletlerin selektif

olarak iiriin torbasinda toplanip toplanmadikian ve/veya aktive plateletlerin dolagimdan RES
hiicreleri tarafindan uzaklastinihp yerlerini kemik iliginde yeni iiretilen veya dalaktan dolagima

salman plateletlerin alrp almadig1 hala tam olarak bilinmemektedir Bu konularin aydinlatiimasi

i¢in yeni galigmalara gereksinim bulunmaktadir.

;
11
|
i
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6. OZET

Aferez cihazlar1 ile tek bir dondérden alnan platelet konsantrelerinin transfiizyon destegi
amaciyla trombositopenik hastalarda kullanimi, giiniimiiz kan bankacilifinda rutin uygulanan
bir islem sekline gelmistit Hemodializ ve hemoperfiizyon cihazlar gibi viicut disi dolagmmin
kullanildigt durumlarda koagilasyon, fibrinolizis ve platelet fonksiyonlan gibi hemostatik
parametrelerin 6nemli oOlgiilerde etkilemektedir. Aymi ozellikleri tasiyan aferez igleminin de
hemostatik sistemde &nemli degisikliklere yol agmas: miimkiindiir Platelet fonksiyonlatinda
ortaya ¢ikabilecek degisiklikler, donorlerde tromboembolik olaylar ve/veya kanamaya
yvatkinlik yoniinden bir risk olugturabilecekleri gibi, iriin olarak hazirlanan plateletlerin

kalitelerini etkilemeleri de soz konusu olabilir.

Bu galismada kesikli akimla ¢aligan bir aferez cihazi olan Haemonetics V50 Plus Blood Cell
Separator ile yapilan plateletferez isleminin, goniilli 20 erkek dondrde platelet aktivasyonu ve
aggregasyonu lzerine yaptign degisikliklerin incelenmesi amaglanpugtir. Tam kan yontemi
kullanilarak plateletferez Gncesi ve sonrast alinan kan 6meklerinde flow sitometrik yontemle
platelet aktivasyonunun bir gostergesi olarak platelet membranindaki CD62 (P-selektin)
ekspresyonu ve impedans aggregometresi ile ADP, kollajen ve ristosetin gibi agonistlere karsi

olusan platelet aggregasyon yamtlan dlgiilmiistiir.

Cahsma sonunda plateletferez_isleminin, dondrlerde platelet akfivasyonuna yol agmadig,

aksine CD62 pozitif platelet yizdesi ve dolagan aktive platelet sayilarinda anlamil azalma
oldugu saptanmustir. Plateletlerin agonistlere karsl gosterdlklen agggcgagyon yanitlarinda da

belirgin azalma gdzlenmistir. I
R RS

Haemonetics V50 Plus Blood Cell Separator cihazi ile yapilan plateletferez iglemi doggﬂgrﬂc}ie
platelet yoniinden trombofilik bir yatkinlik ortaya cikarmadifn sonucuna variimistir.

Plateletferez isleminin platelet aktxvasyonu i¢in veterince kuvvetli trombojenik bir prosediir
olup olmadig: ve/veya aktive oluyorlar ise bu plateletlerin selektif olarak iiriin torbasmda
toplanip toplanmadiklari ve/veya aktive plateletierin dolasimdan RES hiicreleri tarafindan
uzaklagtirilip, yerlerini kemik iliginde yeni iiretilen veya dalaktan dolagima salinan plateletlerin
alip almadigi sorularinin yanitlanabilmesi igin yeni ¢aligmalara gereksinim bulunmaktadir.
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