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GIRIS VE AMAC

Aferez cihazlan ile tek bir vericiden alman frombosit konsantrelerinin
transfiizyon destegi amaciyla tfrombositopenik hastalarda kullanim, giinimiz kan
bankacilifinda rutin uygulanan bir iglem seklme gelmigtir Son yillarda trombosit
transfizyonlarinda ortalama %50 oraninda bir artig izlenmistir ve bu artis diger biitiin
kan urtnlerinde izlenen vilhk artislarin tizerinde bir orandir (1) Kemik iligi ve
karacifer transplantasyonu yapilan hastalar ile maligniteli hastalara uygulanan
kemoterapiler sonras: izlenen aplazi dénemlerinde trombosit transfiizyonlarina olan
gereksinim artmugtir  Son vyillarda, ¢ift (double) doz tromboferez islemi ile tek bir
vericiden ¢ift doz trombosit konsantresi elde etmek mimkim hale gelmistir Uygun
vericik bulma zorlugu ve hastada karsilagilan  infeksivoz  ve immimnolojik
komplikasyonlar verici sayisimun olabildigince azaltilmasina ve aferez yontemi ile tek
bir vericiden ‘elde edilen ift doz trombosit toplama isleminin giderek tercih edilen bir
yontem haline. gelmesine yol agmustr;

Hemodiyaliz ve hemopetfiizyon cihazlan gibi viicut digt dolagimin kullamldig
durumlarda kan elemanlarinm yabanci viizeylere temas: ile koagulasyon, inflamasyon,
fibrinolizis gibi hemostatik paremetrelerde énemli olgtlerde degisiklikler meydana
geldigi bildirilmigtir (2,3) Viicut digt dolagim &zellikleri tagtyan aferez iglemi
sirasmda da verici kani trombojenik ozellikler tagiyabilecek damar disi bir sisteme
taginmakta ve tiombositlerin ve/veya nétrofillerin aktivasyonuna yol acabilecek
santrifiigasyon gibi dig kuvvetler uygulanmaktadir Bu nedenle aferes isleminin
hemostatik sistemde 6nemli degisiklere yol agmasi bekienmektedir Literatirde
tromboferez igleminin vericinin hemostatik sisteminde meydana getirdigi degisiklikler
hakkmda az ve celiskili bilgiler bulunmaktadir

Dolagim sistemindeki hucrelerin ¢ogu tek hiicre halinde oulunurken bunlarin
kiigiik bir kismu birbitleriyle agregatlar olusturarak gruplar halinde dolasitlar Bu
agregatlar homotipik (trombosit-trombosit) ya da heterotipik (trombosit-lokosit)
seklinde olup 6zellikle trombosit-lskosit agregatlarmin trombosis, 16kosit infiltrasyonu
ve inflamasyon da ¢nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir. (4-6). Son yillaida
iskemik vaskiler ve kalp hastaliklainda trombosit-lokosit agregatlarmm  arttif
gozlenmigtir (7-9) Bu agregatlarm olusumundaki patofizyolojik mekanizmalar tam

olarak aydinlatilamamakia birlikte; dinlenim halinde iken o granillerinde bulunan ve




trombositler aktif hale geldiginde eksprese olan CD62-P molekiliiniin trombosit-
notrofil agregatlannin olusumunda anahtar 1ol oynadigi gosterilmistir (10,11) Bu
ctkilesimde notrofillerin 1olu daha az agk olup notrofil stimiilasyonunun TLA
olusumunu her iki yonde de etkileyebilecegi yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir {12-
14)

Cift doz tromboferez islemi tek bir vericiden 2 unite trombosit konsantresi
elde edilmesi gibi onemli bir avantaja sahipken; verici kanmm kimyasal, metobolik
faktorlere ve ekstrakorporial dolasima maruz kalmasina neden olmaktadir Biitin
bunlarn sonucunda aferez isleminin trombosit ve 16kositlerde morfolojik, fonksiyonel
ve imminolojik defisikler meydana getirmesi ve vericide koagulasyon, inflamasyon
ve tromboz gibi birtakim komplikasyonlara yol acmasi miimkiin gibi gérinmektedir
Ingilizce literatiirde ¢ift doz trombosit toplama igleminin nétrofil aktivasyonu ve
nstrofil-trombosit  kompleks olusumu  tizerine etkisini arastran bir vayma
rastlanilamazken, tek trombosit toplama isleminin nétrofil, trombosit aktivasyonu ve
notrofil-ttombosit  olusumu iizerine etkisini gosteren siurth  sayida calismalar
izlenmektedir (15-18). Tek tromboferez isleminin koagulasyon, fibrinolizis ve notrofil
fonksiyonlar1 iizerine etkisini arastiran  bir galigmada; tromboferez isleminin
notrofilleri aktiflestirredigi (L selektin(+) notrofil viizdesinde degisiklik olmadii),
CD41(+) nétrofil yiizdesinde ise islem sirasinda azalma oldugu saptanmigtur (15)
Tromboferez sonrasi vericinin nétrofil fonksiyonlarim inceleyen bir baska calismada
ise; aferez sonrast L selektin(+) nétrofil ekspresyonunun arttifl, buna paralel olarak
oksijen radikallerinin Uretiminin azaldig, komplemanlanin ise aktive olmadi
bulunmustur (16)

Bu galigmanmn amaci, vericide inflamasyon ve tromboz yéniinde ek riskler
olusturabilecegi diiginiilen ¢ift doz trombosit toplama igleminin, nétrofil aktivasyonu
ve notrofil-trombosit kompleks olusumunda artmaya yol agip acmadigmin
gostenilmesidir. Bu amagla saglikh tiombosit vericilerinde iki farkls prensip ile ¢alisan
aferez cihazi kullamlarak yapilan ¢ift trombosit toplama islemleri sirasinda notrofil
yuzeyinde birer adezyon molekiilii olan p2-integrin (CD11b/CD18), CD50, CD54 ve
L-selektin (CD62L) molekiillerinin ekspresyonlarinda izlenen degisiklikler ve
trombosit-notrofil  kompleks olusumlart  flow-sitometrik  yontemle saptanmaya

calisilmustir:




GENEL BILGILER

2.1- Natrofiller

Nétrofiller ve mononiikleer monositik hiiereler, konakginm dogal bagisiklik
yanitini saglayan sistemin etkin (effektor) hiicreleridir Kemik ihiginde ortak bir énciil
(progenitér) hiicreden kéken alan bu hiicrelerin islevi fagositozdur Notrofiller énciil
savunma sistemi hiicreleri olarak konakgiya giren patojenlere dogru hizia gé¢ eder ve
onlar: fagosite ederek oldirirler Mononikleer fagositik hiicreler ise patojenlerin
yokedilmesi disinda doku hasar ile olusan artiklann dokudan ve kandan temizlenmesi,
hasarlr  dokunun yeniden yapanmas: ve yabanci antijenik yapinin bagigiklik

sisteminin diger etkin hiicrelerine tanitilmas: islevlerini de Gistlenmislerdir

2.1.1- Kéken

Noétrofiller dolagimdaki diger hiicreler gibi hematopoetik kok hiicreden kéken
alttlar Notrofillerin erigkinde yapun yeri kemik iligidir Hematopoetik ana k6k hiicre
kendini yenileme ve farkhlasma Szelliklerini tasir Kemik iligi mikro g¢evresini
olusturan stroma hiicrelerinin ve koloni uyarici fakiorler olarak (Colony Stimulating
Factors-CSF) adlandirilan degisik hemtopoetik biiyime faktorlerinin etkisi ile
hematopoetik ana kok hiicre farkhilagarak notrofilleri olusturur (19-22) Invitro
deneyler granulositik, eritroid, mononiikleer fagositik ve megakaryositik serilerin
ottak bir yénelimli kok hiicreden farkhlaghgim  gostermistir Morfolojik olarak
tanimlanabilen myeloid seri onculi hiicreler miyeloblastlardin  Miyeloblastlar 10-18
Hm ¢apinda, biiyiik oval veya yuvarlak cekirdekli, dar mavi sitoplazmaly, sitoplazmik
granil igermeyen ve gevsek kromatin agh ¢ekirdeginde 2-5 arasinda cekirdekcik
igeren hiicrelerdir

Miyeloblasttar 12-20 pum ¢apl, sitoplazmik granii igeren promyelositlere
farkhlagir  Granulositik seri farklilagmast  6zgtil graniillerin olusmas,, ¢ekirdek
kromatin aginin yogunlagmasi, gekirdekeiklerin kaybolmas: ve ¢ekirdegin lobiilasyona

ugramasi ile siirer Swrastyla miyelosit, metamiyelosit, comak ve parcali formlan
olugur (23)




Graniilositik seri hiicrelerinin mitotik akfivitesi olgunlagma siireci iginde
giderek azalir ve miyelositten sonra kaybolur, hiicrelerin go¢ etme veteneklern ise
giderek artar Olgun nétrofiller {¢omak ve parcali) 1 pm ¢apindaki membran
potlarndan gecebilitken, aym por ¢apinin olgunlagmarug nétrofiller igin en az 8 pm
olmas: gereklidir Olgun notrofillerin sitoplazmik esneklifinin artmasi, metamiyelosit
agamasindan itibaren kemoatrektan agjanlarm  varlifinda yonelimli goé¢ etme
yeteneginin belirmesi ve defisen stroma-yizey molekulleri iligkisi, graniilositik
serinin belli bir olguntuk secimi yapilarak periferik kana salmmasini saplamaktadir
Miveloid serinin mitotik akfivitesi siiren, miyelositi igeren erken onciilleri mitotik
bolum olarak adlandurilirken, ge¢ elemanlann matiirasyon veya depo bélumi olarak
adlandinlr  Gunlik grandlositik seri yapmu erigkinde 62-400x107 notrofil/kg
kadardir, miyeloid yonelimli bir kok hiicreden olgun nétrofil olugma siirest ise 8-10
gin aras1 degismektedir Dolasimdaki granilositlerin yarn omrii 6 saat kadardir, bu
stirenin dokylarda birka¢ giinti buldugu bilinmektedir (24) Matirasyon bdlimunden
salman nétrofiller iki yere dagilirlar; 1) Periferik kan dolagimmindaki notrofil havuzuna
ve 2) Postkapiller veniillerin duvarlarma tutunduklan marjinal nétrofil havuzuna
Adrenokortikoid hormonlarm salmmina yolacan infeksiyon, stres, agir egzersiz vb
nedenler, endotoksinler ve epineftin enjeksiyonu marjinal havuzdan ve matiirasyon
bolimiinden dolasimdaki nétrofil havuzuna akisi saglayarak 16kositoza neden olurlar
(25) Uyaranin aguligina gore parcall ve ¢omak formundan daha az olgun formdaki
notrofiller de dolasima gikabilir, buna sola kayma denir Mitotik boltiimde ise bu
uyaranlara yanit durafan hematopoezde oldugu gibi hematopoetik biyime faktorleri

tarafindan diizenlenir

2.1.2- Hemapoetinler

Granulopoezi diizenleyen humoral faktorler, in vitro kosullarda oncil
hematopoetik hiicrelerden kolont olusumunu uyarma OSzellikleri nedenivle Koloni
Uyancl Faktorler (Colony Stimulating Factors-CSF) olarak adlandirilirlar (19)

Bu hematopoetinler kék hiicrenin kendini yenilemesini (self-renewal) ve
farklilasmasimi saglamalari agisimdan farkliliklar gosteren, sinerjistik etkilesimleri olan
faktorlerdir Multi-CSF olarak adlandinlan IL-3 ve cikit ligand olatak bilinen Steel

faktor erken hematopoezi uvanr ve kok hiicre havuzunun strekliligini saglar I1L-3 ve




grantlosit-makrofa; kolonilerini uvancl faktor (GM-CSF) erken ve gec onciilleri
uyararak miyelopoezin tim elemaniarina (notrofil, eozinofil, bazofil, Monosit)
farklilasmayr saglar Granulosit koloniletini uyaricr faktér (G-CSF) ve monosit
kolonilerini uyaric1 faktor (M-CSF) ise grantilopoezde yonelimli 6nctil hiicreleri
uyaran faktotlerdir Aynca bu  hemapoetinlerin  hiicrelerin fonksiyonlarmi  da
diizenleyici rtolleri vardir Notrofiller [L-3 reseptori tasimazken, eozinofil ve
bazofillerin IL-3 reseptérii tagidif gosterilmistir (20,26-28) Aktive T-lenfositlerden
salinan bu hemapoetinin hiicresel immun vantta da fizyolijik rolt oldugu
distintilmektedir G-CSF ve GM-CSF’in dolagimdaki nétrofillerin yiizey adhezyon
molekiillerini, kemotaksis reseptorlerini, kemotaksisini, siiperoksit olusumunu ve
fagositoz yapma vetenegini arttirdift  gosteriimistir  GM-CSF aynica noétrofillerin
dolagtmdaki yari 6mrimii uzatir, mononiikleer Tagositlerin mikrobisidal ve antitiimoral
etkinligini arttinr ve TNF-o, ve IL-1 salimimma neden olur (29-31)

2.1.3-Yapsit ve Fonksiyonlan

Granulositik serinin dolagimdaki en olgun formlan olan nétrofiller; bolinme
yetenekleri olmayan, uyarana dogru hareket etme (kemotaksis) ve mikroorganizmalan
oldiirme fonksiyonlar: olan hiicrelerdir Graniilositik seride miyelosit asamasimdan
sonra DNA-polimeraz aktivitesi giderek azalir, bazn Ozgul mRNA’lan sentezleme
aktivitesi ise stirer Riboniikleaz aktivitesi ozellikle notrofillerde yitksektir ve ekzojen
kaynakli nikleik asitlerin katabolizmasinda énemli rol oynamaktadir Noétrofillerde
diger ntikleik asit katabolizmasmda rol alan enzimler de immatir granilositik
elemaniara gére yiksek aktivitededir Notrofillerin ana enerji kaynag glikolizistir
(32) Glukoz nétrofillerde %80 Embden-Meyerhoff volu, %2-3 hekzosmonofosfat
volu ve %5 Krebs déngiisti ile metabolize olur Notiofillerde oksidatif metabolizma
fagositozda,  kemotaktik ganlar,  kompleman  bilesiklei ve immun
komplekslerlekarsilasmada artar Glikojen depolan graniilositik seride miyelosit
asamasindan itibaren belirir ve hiicreler olgunlagtikga artar  Nbotrofillerde
glukoneogenez yoktur Lipit biosentezi ve lipolitik aktivite nétrofillerde fonksiyonel
Onem tasimaktadu  Platelet aktive edici  faktor (PAF), arasidonik asit
metabolizmasinda siklooksijenaz volu trinleri olan PGE;, PGD,, PGF,, tromboksan

A; ve tromboksan B, lipooksijenaz yolu ile olan lokotrien Cs, D4, Es ve By




nétrofillerde sentezlenir (33,34) Bu iirinler kemotaksis ve inflamatuar yamtin
diizenlenmesinde rol alirlar

Nétrofillerde  hedef mikioorganizmalars oldiirebilmek icin, enzim ve
peptidlerin bulundugu ozellesmig graniiller meveutiur Miyeloid serinin tanumlayicisi
olan azurofilik grantllerde (primer graniiller) miyeloperoksidaz ve benzeri
mikrobisidal enzimler, nétral proteazlar, proteaz inhibitorleri, asit hidrolazlar ve
antibakterivel katyonik proteinler bulunur (35,36) Bu graniillerin islevi fagozomlara
sindirim ve hidroliz enzimlerini saglamakir Spesifik grantiller (sekonder graniiller)
graniilositik seride gelisim siasinda daha geg beliren, peroksidaz negatif, kollagenaz,
elastaz, laktoferrin, B12 baglayan protein, kompleman aktivatorleri ve kemotaktik
reseptorler igeren grantilerdir (37,3 8)

Endositik vezikiller oldugu distinilen sekretuar graniller ise tetranektin, latent
alkalen fosfataz ve albumin icetirler (39-41) Notrofillerin, infeksivon ajanlarmin
bulundugu. veya inflamasyonun oldupu bélgelerden gelen uyaraniarla ylzey
molekitleri degisir, endotele adhezyonlar artar Boylece notrofiller endotel gegip go¢
eder, yonelimii go¢ etme yetenekleri ile mikroorganizmay: bulur, granullerini salgilar,
yabanct ajant fagosite eder ve antimikrobival proteinler ve oksidanlarla

mikroorganizmalari ldurtrler

2.1.4- Adhezyon

Notrofiller belli hiz ve siriikleme yetenegine sahip kan akimi nedeniyle
dolagimda kalirlar Uyaraniara dogu hareket edebilmek ve damar digma gikabilmek
i¢in endotel ile dogrudan iligki kurabilmeleri gereklidir. Silia gibi hareketlilik saglayict
organelleri olmayan nétrofillerin hareketi yiizmek bigiminde degil, belk bir yizeye
futunarak sarinmek (crawl) seklinde gergeklesir Bu tutunma islevine endotel
hiicrelerinin ytizey molekulleri ve bunlara baglanan 1okosit adhezyon molekiilleri
yardimei olur Endotel homeostaz koagulasyon ve inflamasyonu sinirlamakla saflar.
Lokosit-endotel etkilesmesindeki en énemli basamaklardan birinin uyanlnug endotelin
yiizey molekiillerini degistirerek inflamasyonu kodlayict alan adi verilen bolgeyi
olusturmast oldugu distinilmektedir  (42). Histamin, trombin, okoksidanlar,
lipopolisakkaridler, 16kortrienler ve IL-1 ve TNF-a gibi sitokinlerle uyanian endotelin

kan dolagmuna bakan yiizeyinde selektinler (P-Selektin, ‘E-Selekiin), L-Selektin

ligandi ve immunglobulin benzeri adresinler belirir (43). Bu yuzey molekiilleri




noétrofillerin  endotel tzerinde yuvarlanmasim saglar ama adhezyon igin vyeterli
degilditler Inflamasyonu kodlayict alan endotelindensalinan kemokinler [IL-8,
Makrofaj inflamasyon proteini-1g (MIP-18)] ve platelet aktive edici faktor (PAF),
hasarli dokudan gelen sitokin ve kemoatrektan uyanlan; nétrofillerin aktivasyonuna
ve adhezyonu saglayacak integrin grubu adhezyon molekiillerinin nétrofil viizeyinde
belirmesine neden olurlar (44) Notrofil yvizeyinde beliren Bi, B2, ve B7 integrinler
(CD11/CD18 ailesi) ve bunlanin baglandif endotel yizeyindeki immunglobulin
benzeri molekiiller (CD102, CD54, CD106 ve mukozal lenfoid adresin-1, MAACAM-
1) siki adhezyonun olusmasini saglarlar (45) Kemokinler ve kemoatrektanlarin uvarist

ile adhezyona ugrayan nétrofiller fransendotelyal gogii gergeklestirirler

2.1.5- Kemotaksis

Endoteli gecen nétrofiller inflamasyon sahasindan gelen, dokuva
konsantrasyon gradienti yaparak dafilan kemotakiik faktorlere dogru lokal sindirim
vaparak (kollajenaz)ilerler Bu goc kemotaktik faktorlerin salindign merkeze dogru
olan yonelimli bir gégtinr ve kemotaksis olarak adlandirilu

Notrofiller pek ¢ok ¢6zinebilir ve partikiillii kemotaktik faktére yamt verirler
Opsonize partikiillerin , immiin komplekslerin ve kemotaktik faktérlerin notrofiller
tizerinde 6zgiil veseptdrleri vardir N-formil oligoniikleotidler {(N-formil-methiyonil-
losil-fenilalanin, N-FMLP) bakteri uriinlerinin sentetik analoglandir ve bakterilerin
hasar gérmesi sonucu ortama salinmlar Notrofil yizeyinde N-FMLP baglayan
reseptérler mevcuttur ve bu reseptérlerin uyanmu nétrofillerde kemotaksise ve
degranulasyona yolagar N-FMLP reseptorleri notrofi! membram ve depo olarak da
spesifik grantillerin membranmda mevcuttur Kompleman sisteminin aktivasyonu
C5’ten C5a olusumuna yol agar C5a notrofillerde sadece kemotaksisi degil aym
zamanda degrantilasyonu ve sitperoksit olusumunu da uyarir Nétrofil membram da
40-48 kD’luk moleku] aguligina sahip, G-profein sistemi tizerinden uyan ileten C5a
reseptort tammlanmistir Kompleman kaynakli kemotaktik faktorler olan C3b ve
C3bilnin de nd&trofil membraninda reseptorii vardir  Uyarlmamig  nétrofillerin
yizeyinde iki farkli immiinoglobulin reseptérit bulunur FetRII (CD32) ve FetRIN
(CD16) olarak anilan bu reseptorlerden CD16, membranda glikozilfosfatidilinozitol

sistemine wuyar iletir Immiin komplekslerin ve opscnize partikillerin nétrofil




uyarmnin bu yoldan oldugu disiniilmektedir Sitokinlerle uyarilmug nétrofillerde ise
bunlara ek olarak FctRI (CD64) membranda eksprese olur Aktive notrofillerden
salman 16kotrien B4 bir bagka giighi kemotaktik faktordiir Aktive nétrofiller 16kotrien
B4 salmm yaparak ve spesifik granillerde bulunan C5°i pargalayan enzimle C5a
konsantrasyonunuarttirarak inflamasyon sahasina daha ¢ok notrofilin  gelmesini
saglarlar (46)

2.1.6- Sindirim

Notrofiller yabanci olan antijenik yapryt konakg: antijenlerinden ayirabilen
6zgul hiicreler degillerdir Nétrofiller bu nedenle immun sisteme dayanarak hedeflerini
segerler  Yabanct antijenik yapiyi sindirmek igin onunla temas halinde olmalan
gereklidir Plazmada bulunan immiinoglobulin G (IgG) alt grubu antikorlar yabanci
antijenik yapiyl tamyarak Fab bélgelerinden bunlarn yiizeyine tutunurlar Notrofiller
tzerinde Qulunan Fc reseptoileri bu immiinoglobulinlerin Fc¢ bélgesine tutunur ve
boylece nétrofiller yabanci antijenle temasa gecmis olur Aktive olan kompleman
sisteminin urtini olan C3b molekiilii vabanci antijenik yapiya baglanu ve nétrofiller
uzerinde bulunan reseptorii ile notrofillerin C3b bagh partikiilleri tammasim saglar.
Fagositoz en fazla antikor ve komplemanin birlikte baglanmasi ile olusur Nétrofillerin
yabanci antijenleri tammasin saglayan bu plazma molekillerine opsoninler denir,
bunlann mikroorganizmalarn  yiizeyine tutunmalan ise opsonizasyon olarak
adlandirihir

Notrofil yizeyine hedefin baglanmas: ile olugan sinyal, partikiilin baglandis
bolgedeki membranin invajinasyonuna ve parttikiihiin ndtrofil igine alinmasina yolagar
Partikil ttimiiyle nétrofil igine alminca membran tekrar birlesir ve partikil vezikil
iginde notrofil sitoplazmasinda kahr Bu vezikil fagositik vezikul olarak adlandmlin
Fc reseptorlerine baglanma hidrojen peroksit ve siiperoksit olusumu i¢in uyarandir ve

fagositozun ¢ldiirmeye ardigik baglanmasini saglar (47)

2.1.7- Oldiirme
Notrofiller mikroorganizmalan hem anaerobik hem de aerobik kosuflarda
oldirme ozelligine sahiptirler Oldirme degrantlasyon ve solunumsal patiama

islevlerinin ger¢eklesmesi ile olugur (48) Degraniilasyon, graniil membraninm plazma

membram ile flizyona ugramast ve graniil igerifinin membranlar arasi boldeve
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salmmasidir - Azurofilik graniillerin icerigi fagositik grantillere bosalir, bu ierik
ozellikle mikroorganizmalara karsi etkindir Spesifik grantllerin icerigi ise hem
fagositik vezikillere hem de notrofil disma, dokuya salmir Spesifik graniillerin igerigi
mikroorganizmalara kars1 oldiirme kadar nétrofillerin bag dokusunda hareketini de
saflamaktadir

Solunumsal patlama mikiobisidaj etkinligi olan oksidanlarin olugmasini saglar
Fagositoz ve yuksek derisimde kemotaktik faktsrler by oksidanlann olusumunu aktive
eder Plazma membranma bagh oksidaz enzimi NADPEH; NADP’ye indirgerken,
oksijenden siiperoksit (O2) olusumuny saglar Olusan O, ivonu H' ile birleserek H,0,
molektlimi olugturur (48)

2075+ 2H" - H,0,+0,

Olusan H,0, glutatyon ve glutatyon peroksidaz enzimi varhginda NADPH ile
reaksiyona girer ve HO, NADP” ve H' olusur. Hekzosmonofosfat yolu NADPH
havuzunu verine koyar Solunumsal patlama nétrofilde; oksijen tiketimine, 07, ve
Hy0, olusumuna ve hekzosmonofosfat yolunun aktive olmasina yol acar O zararsiz
ve hidrojen peroksit ise mikroorganizmalarin direncli oldugu molekiillerdir, gercek
mikrobisidal oksidanlar by molekilierin  girdig reaksiyonlarla olugur Oksijen
halojenler ve oksidan radikaller bu reaksivonlaim tirtinleridiy (48)

Oksidan halojenlerin hidrojen peroksiiten olusumunu azurofilik graniillerde
bulunan peroksidaz enzimi katalizle

H;0; + CI' - HOCl + OH

peroksidaz

HOC! molekizlu ve onun aminierle yaptigr kloraminler mikrobisidal etkinlik
glsterir

Solunumsal patlama ile ¢ok miktarda oksidan radikaller olusur, bunlarin iginde
en lyi bilineni hidroksi radikalidir (OH*) Bu gtup bilesikler metallerle katalize olan
Haber-Weiss reaksiyonu sonucy olusur

Fe™" + 0,5 Fe™ + 0,

Fe™ + 0, Fe™ + OH* + O

Olusan bu oksidanlar mikroorganizmalarin membraniarin ve sitoplazmik yapilarim

okside ederek butinligiini bozatlar, bu da mikroorganizmalann shimi ile sonuglanir
(48,49)




2.1.8- Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekulleri, hucrelerin 6zgin olarak farkh organ ve dokulara
yonelimleri, birbirlerini tammalar, embriyogenez, hiicre bityiimesi, farklilasmasi ve
inflamasyon gibi olgularn diizenlenmesinde gorev alular (34) Vicudu infeksiyoz
ajanlardan koruma gorevini ustlenmis olan immin hiicrelerin, bu gorevlerini yerine
gefirirken, hem kan ve lenf iginde serbest bir sekilde dolasabilmeleri, hem de dokulara
tutunmus bir vazivette olsa bile, hareket edebilmeleri gerekir Bu hiicreler, lenfoid
organlarda toplanabilme, endotel ve bazal membran engelini agarak infeksiyon
alanlarma birikebilme ve yabanci antijeni tagtyan hiicrelere yapigabilme yeteneklerine
sahiptirler Bu olaylarn tim adezyon molekulleri ile regule edilmektedirler (50)

Adezyon molekiilleri integrinler, selektinler, imminglobulin stiper-ailesine
dahil adezyon molekiilleri, kaderinler ve smflandinlamayan grup olmak izere bes
sinifta incelenmektedir (51)

Z.I.S.i- integrinler

Integrinler, heterodimer transmembran proteinlerdir Aktif yada inaktif halde
bulunabilen integrinlerin, birbirine kovalent olmayan baglarla bagh, alfa ve beta alt
uniteleri vardir (52) Molekiilin fonksiyonel aktivitesi igin her iki alt tinitede
gereklidir, ancak baplanma oOzgilluginin o alt imnitesi ile iligkih oldugu
dusaniilmektedir (53) Gerek o ve gerekse P zincirleri buyitk “bur N-terminal
ekstraselliler domain, bir transmembran domain ve bir sitoplazmik domainden olusur

(54). Integrinler, yapilarmda bulundurduklari § alt iinitelerine gore; B1, B2, B3 ve 7

integrinler olarak adlandinluriar (tablo 2 2)(55) Integrinlerin yapilan ve fonksiyonlart
iki degerli katyonlara bagimhdir (Ca”, Mg™)




Sekil 2.1: LF A-1 molekulintin alfa ve beta zincitlerinin gekli
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integrinler dolagimdaki lokositlerin damar endoteline tutunup, yapistiktan
sonra, inflamatuvar reaksiyonun bulundugu alana go¢ etmelerinde rol alilar Hiicre
dis1 sinyaller aracihign ile haberlesmeyi saglarlar. integrin adi, bu molekiillerin hicre-
dig1 matriks ve hucre iskeleti ile ilgili aktivitelere aracilik etmesinden (integre etmesi)
kaynaklanir Embriolojik geligim, hemostazis, trombosis, yara iyilesmesi, immin ve
immim-olmayan savunma mekanizmalar1 gibi birgok fizyolojik olaylarda hiicre-hiicre
ve hiicre matriks adezyonuna katilirlar

Aktif hale gegen bir hiicre sitoplazmasmdan sinyal iletildiginde, integrinlerin
hiicre diginda kalan kismu gekil degigimi gostererek kendi ligandina olan affinitesini
arttinr Bu isleme igeriden-disa (inside-out) sinyali iletimi denir. Bu islem adezyon
molekilleri arasmda bir tek integrinlerde gérilin Integrinlerin ligandina baglanmasi
ile bu kez disanidan-igeriye (outside-in) sinyal mekanizmast calisir, bu da hucre
igerisinde apoptozisten proliferasyona kadar birgok islevde etkili olur (56)

integrinler, insan viicudunda bulunan hiicrelerin hemen hemen hepsinde
eksprese olurlar Aktif hale gegen bir hiicre sitoplazmasmdan sinyal iletildiginde,
integrinierin hiicre digmda kalan kismu gekil degisimi gostererek kendi ligandina olan
afinitesini arttinir, bu isleme igeriden-disa ( inside-out) sinyal iletimi denir Bu iglem
adezyon molekiilieri arasmda sadece integrinlerde goritlir (51)

integrinler farkli yollardan aktive edilebirler Forbol esterler araciign ile

icerden disart dogru sinyal iletimi saglanabilit Mg? ve Mn™ ve baz integrin
baglayan antikorlarda (MEMBS3, KIM127, KIMI18) hiicre igi sinyali olmaksizin




integrin aktivasyonu yapabilirler Bunlarm yamnda CD2, CD44 veya CD43’e karsi
monoklonal antikorlarda CD11/CD18 aktivasynuna neden olurlar (57).

Lokositlerin dokulara yonelmesinde adezyon molekiillerinin 6nemi, sanlarda
rastlanan iki kaliisal hastalikla daha iyi anlagiimaktadir Lokosit adezyon eksikligi tip-
I sendromunda (LAD 1), B2 integrin eksikligi sonucu ciddi [6kositoz, deri ve mukozal
alanlarda tekrarfayan infeksivonlar ortaya ¢ikar Bu hastalann 16kositlerinde adezyon
bozulmug, fagositoz ve kemotaksi anomalileri ortaya gikmustir Lokosit adezyon
eksikligi tip-2 sendromunda (LAD 2) Iskositte gelisim anormalligi vardir. Lokositler
damat endoteli tizerinde yuvarlanamazlar Bu hastalarda da tekrarlayan infeksiyonlar
ve lokositoz meveuttur Bu grupta selektin ligandi olan fukozile karbonhidratlarn

sentezi bozulmustur (58)

2.1.8.2- Selektinler

Selekfinler fransmembran glikoproteinlerdendir  Yapilarinda hiicre dist
bolimde bulunan bir lektin kistm, bunun hemen yaninda epidermal biiyiime faktorime
(EGF) benzer bir bolim ve bunun yaninda da kompleman regiilatuvar proteinlerinde
bulunan 60 aminoasitlik tekrarlayan diziler (short consensus repeats) vardir Bunlan
membrani gegen kisim ve sitoplazmik kisim izler (51) Lektin kismu ligand ile
beglanan kisimdir EGF’ye benzer bolum gikarldign zaman selektinletin adezyon
fonksiyonu ortadan kalkar.

Selektinler, tizerinde bulunduklan dokulara gére isim alan ¢ ana grupta
incelenir (Tablo 2 3)

L-selektinler, hemen hemen tim nétrofiller ve monositlerde, T ve B
lenfositlerinin buyuk bir boéluminde ve dogal oldiruct hucrelerin (NK) bir alt
grubunda eksprese olurlar. T ve B lenfositler tizerinde eksprese olan L-selektinler tiim
naif hiicrelerde bulunurken, bazi hafiza hiicrelerinde eksprese olmazlar.

E-selektinler, endotel hiicresi uzerinde bulunurlar ve ekspresyonian interlokin-
1 (IL-1), timor nekrozis faktor-o. (TNF- o) gibi infalamatuvar uyarilara cevaben artar

P-selektinler, trombositler ve endotel hiicreleri tizerinde bulunurlar Bu
gruptaki selektinler trombin, histamin, protein kinaz C, kompleman fragmanlar: gibi

¢esith mediatorlerle uyanlabilir  Ancak endotel hiicrelerine 6zgiin Weibel-Palade

cisimcikleri ve trombositlerde bulunan o« granillerde P-selektinler hazir olarak da




bulunur. Béylece, bu graniillerin membrana fuzyonu ile P-selektinler ¢ok hizh sekilde
cksprese olma ozelligi gosteririer

Her ti¢ grup selektin, 1okositlerin endotele yapisarak yuvarlanmasimnda rol alir
(59) Her selektin bu yuvarianmaya farkli hiz karakterlerinde aracilik eder. L-
seleketinin, akim halindeki hiicrelerin yakalanmasinda en etkili rol oynarken, E-
selektinin duragan yuvarlanmada etkili oldugu, P-selektinin ise her ikisini de baglatip
devam ettirebildigi gosterilmistir (60) Ancak, selektinlerin  ve ligandlarinin
ekspresyon kinetiklerinin farkli olmasi nedeniyle, farkl selektinler, mflamasyonun

farkli zamanlarmda rol oynarlar

2.1.8.3- Kaderinler

Kaderinler transmembran proteinlerdir, yapisal olarak birbirleri ile benzerlik
gosterirler  Birgok tekrarlayan ilmikten (domain) olusan hiicre disgt  kism,
transmembran kismu ve Ug sitoplazmik proteinle iligkili;bunlar o, B ve &-kaderin
sitoplazmik kistmdan olugmaktadir Kaderinler tizerinde bulunduklan dokulara gore
isimlendirilitler ve bugiin bilinen bes kaderin grubu vardir

E-kaderinler, epitel hucreleride eksprese olurlar P-kaderinier, plasentada
eksprese olurlar ancak belitli dénemlerde diger dokularda da bulunduklan
bildirilmistir V-kaderinler, endote! huicreleri tizerinde eksprese olurlar. N-kaderinler,
noral dokularda ve kas hiicrelerinde eksprese olurlar H-kaderinle, kalp kasmda
eksprese olur

Kaderinler, vanyana hiicreler arasindaki molekiler baglantyr saglarlar
Yapisma kavsaklarmda fermuara benzer yapilar olugtururlar Kaderinler, birbiri ile
genelde homofilik karakterde iligkiye girerler Karsiikli hiicrelerde bulunan ayni
kaderinler birbirine baglanarak hiicre-hiicre adezyonunu saglar Kaderinler embriyoda
morfogenezden, eriskin organizmada segict hiicre tammasindan ve yasam boyu normal
doku mimarisinden sorumlu hiicre yiizey glikoproteinleridir Tumor olugumunda,
kaderinlerin azaldig belirlenmigtir Tumér hucrelerinin diizensiz davranigi nedeniyle
hiicre-hucre iliskisi timorlerde bozulmugtur. Kaderinlerin hiicre yiizeyinde azalmasi
ile ortaya gikan azalmig adezyon ve hiicre iligkilerinin neoplastik progesyola iligkisi

het gegen giin daha da belirgin hale gelmeye baglanustir (54)
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2.1.8.4- immiinglobulin Super-Ailesi

Omurgalilarm ~ bagigtkhk  sisteminde adezyon, tamma ve baglanma
fonksiyonlarina araciiik eden birgok ¢ozimebilir molekiil veya hiicre yiizey molekiilii
vardir Bu molekillerin amino asit dizilerinin bir kisnu ve ugiincil yapilan ilk olarak
immiinglobulin hafif ve agu zincirlerinde saptanan yapilaria homoloji gosterirler
Daha sonralari aym ozellikleri tagtyan ve bafigikhik sistemi diginda bulunan
molekillerin de benzer fonksiyonlara sahip oldugu saptanmugtir Bu proteinler
imminglobulin stper ailesinin tyeleridir. Bu ailenin tiyeleri bityiik olasilikla ortak bir
prekiirsor genden gesitli evrimler sonucu meydana gelmistir (61) Bu aileye ilye olan
adezyon molekiilleri tablo 2 4 ve sekil 2 2 de goriilmektedir

ICAM-1: interselliler Adezyon Molekili-1 (ICAM-1, CD54) integral
membran glikoproteinlerindendir (62) Ik olarak 1986 ytinda tamimianmugtr ICAM
ailesinden en yaygin olarak ¢ahgilan molekildir Ekstraselliler bes Ig-benzer domain,
ttansmembrar}. domain ve kisa sitoplazmik domainden olusmaktadir Koromozom 19
{izerinde p13 3-p13 2’de lokalize olmustur ICAM-1 geni 7 ekson igermektedit. Ekson
1 sinyal sekanslarini, ekson 2-6 siwasi ile ekstraselliiler 1-5 lg-benzer domainleri,
ekson 7 ise tansmembran domaini ve kisa sitoplazmik domaini kodlamaktadir (63)
ICAM-1’in ligandlarma baglanma bolgeleri N-terminal ucunda bulunmaktadir (52)
Molekiler agirlign 90 kDa’dur (64) Integrinlerden Lokosit Foksiyonel Antijen-1"e
(LFA-1 (CD11a/CD18)), Mac-1"e (kompleman reseptor-3 (CD11b/CD18 N,
thinovirtslere, CD43’e, fibrinojen ve Plasmodium falciparum’la enfekie eritrositlere
baglanmaktadir LEA-1 ve fibrinojen ICAM-1’in birinci domainine baglanirken, Mac-
1 tigiincii domaninine baglanmaktadir(65,66) T hiicreleri ile antijen sunan hiicreler
(ASH), T-hiicresi ile T-hiicresi, T hiicresi-hedef hiicre, T-hticresi ile B-hiicresi
arasindaki etkilesimde ve lokositlerin aktive endotele adezyonunda gorev almaktadu
LEA-1/ICAM-1 baplanmas: lenfosit fonksiyonlarinda kritik rol oynamaktadir. Bu
baglanma aktive lenfositlerin kapiller endotelyumuna adezyonunda, yardimer T
hucrelerinin aktif hale gegip kemokin salgilamalrinda, sitotoksik T hiicelerinin akiif
hale gegip enfekte veya abnormal hiicreleri cldiirmesinde onemli rol oynamaktadir
(67) Bu baglanma ozellikle antijene spesifik T hiicre aktivasyonunda, T hucresine
bagh B hiicre aktivasyonunda kritik etkidir LEA-1/ICAM-1 baglanma blokajmin T
hiicresine bagh B hiicre aktivasyonunu, sitotoksik T hiicrelerinin hedef hiicreyl taniyip

ona cevap vermesini, inflamatvar cevabin olugmasini inhibe ettii ve aynt zamanda
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transplante edilen allojenik dokunun sagkalim siiresini uzatt@ gdrulmustir (67-69)
Inflamatuvar  sitokinler (6megin IL-1, TNF-q, interferon-y, lipopolisakkarit),
hormonlar, hiicresel stres ve viral enfeksivonlar sonucunda hiicre yiizeyindeki bazal
ekspresyon duzeyi artmaktadr Bu indikleyiciler ICAM-1 molekilintn hiicre
diizeyindeki ekspresyonunu 8-24 saat icinde en viksek diizeye cikartmaktadr
Bunlara kargin glukokortikoidler ekspresyonunu inhibe etmektedirler (70). ICAM-1°in
solubl formu normal insan serumunda tesbit edilmistir ve serumdaki diizeyinin cesitli
inflamasyon ve immiin hastaliklarda arttign gézlenmistir Molekiiler ori_jirﬁ tam olarak
agiklanmamugtir 1ki farkh mekanizma tartigimaktadir Birincisi bu molekiilii serumun
ierisimde dogal olarak var oldugu, digeri ise preteolitik enzinler aracitifr ile hicre
yizeyindeki ICAM-1in hicre membranindan ayrilarak soliibl forma gectigi (71)
Dogal ve rekombimant soliibl ICAM-1’in in vitro LFA-1/ICAM-1’e bagh hiicre-
hucre etkilesimini inhibe ettigi gosterilmistir sSICAM-1 hiicre yuzeyindeki ICAM-I ile
LEFA-1"¢ baglanmada yarisa girmektedir (68)

ICAM-2(CD102): ICAM-1’den farkli olarak sitokin stimillasyonu ile
ekspresyonunda bir degisiklik gozlenmemektedir (54)

ICAM-3: Interselliler Adhesion Molekilig-3 (ICAM-1, CD50) 124 kDa
aguliginda olup lokositlerde eksprese olurken; endotelial hiicrelerde, trombositlerde ve
eritositlerde eksprese olmazlar ICAM-3 lgkositerin adezyonunda ve  sinyal
iletimmde gérev almaktadir ICAM-3 molekiili, APC iizerindeki LFA-1 ile baglandig
zaman T-hucresi ile APC hiicresi arasindaki etkilegimi stabilize ederek CD3/T hiicre
teseptori (TCR) kompleksine bagh sinyal iletimini kolaylastirmaktadir Son yillarda
vapilan c¢alismalarda, ICAM-3 ile CD3 arasindaki etkilesimin  T-hucrelerinin
buyukluging, metabolizmasint ve hicre yizeyindeki aktivasyon belirtegleri olan
CD25 ve CD69 ekspresyonunu arttirdign gosterilmistic (70). ICAM-3 hicresel
adezyonda LFA-1 ile etkilesime girmektedir ICAM-3 molekiliiniin LEA-1 ile zayif
kuvvette baglanmast ICAM-1 ile LFA-1 molekiillerinin spesifik olarak baglanmasini
kolaylaghrmakta ve arttiumaktade ICAM-1 ile %48 oramnda homoloji gostermektedir

(70)

VCAM-1: vaskailer hiicre adezyon molekiili
NCAM (CD56): noral hiicre adezyon molekiilii




Sekil 2.2: imminglobiilin siper ailesine bagl adezyon molekiilleri
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2.1.8.5. Smiflandirnlamayan Adezyon Molekiilleri
Adezyon fonksivonuna katilan ancak yukanda bahsedilen dort grup igerisinde

smiflandirlamayan  adezyon molekilleridir Hermes (CD44), CD36, laminin,

fibronekiin, OX40 molekiilleri bu grup i¢ine girmektedir (51)
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Tablo 2.3: Selektinler
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Tablo 2.4: Immjinglobulin siiper ailesine ait hiicre adezyon molekulleri
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2.2- Tromboaositler

2.2.1- Yap1

Trombositler megakaryositlerin fragmantasyonundan kaynaklanan 2-5 pm
¢apmda 0,5-1 um kalmhgnda 5-7 urn3 hacminde, niikleus igermeven, bikonveks,
yuvarlak ya da hafif oval gekilde olan hiicrelerdit (72-74) Vicutta total 10"
dizeyinde bulunmasma kargin dolasan kandaki trombositler vaklagtk 7 mL kadar bir
hacim olugturmaktadirlar Dolagan trombositler total trombosit kitlesinin 2/3" uinii
olugturmakta olup , geri kalan 1/3' i dalakta sekestre edilir ve her iki havuz denge
halindedir (74). Dolagan trombositlerin degisim oram giinde litrede 35x10° diizeyinde
olup ortalama yasam sireleri 7-10 gindir (72-74).  Trombositler May
grinwald/Giemsa ile boyanan yaymalarda kigiik, yuvarlak, bazen elonge, diizensiz
pargaciklar olarak gortilirler Azurofilik mor graniilasyon, vaklagik 30 lekeden ibaret
olarak mavi sfioplazmadan aynmlanabilir Aktivasyon bagladiktan sonra grantller
santralize olur ve sitoplazma homojen bir hal alw (74) Grantller elektron
mikroskobunda yuvatlak sekilli, yaklagik 300 nm boyutlarmda, tek bir membrania

cevrili birer yogunluk olarak gériliirler

2.2.1.1- Trombosit graniilleri
Alfa graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar olmak iizere 3 tip granil

tanimlanmustir

2.2.1.1.1- Alfa graniiller

Alfa grantller trombositlerdeki azurofilik graniillerin vaklagik %85'ini
olustururlar ~ Alfa granillerin igerdigi ¢ok sayidaki substans iki grup halinde
toplanabilir 1k grup spesifik trombosit protemlerini, ikinci grup ise plazma va da
doku molekiillerini icetir Bunlar, ya prokoagitlan etki gostererk, ya trombositlerin
adezyon ve aggregasyonlanni uyararak, va da onanm progeslerini hizlandirarak
hemostaz aktivatorii iglevi gosterirler Bu fakiorler, sahverme faz smasimnda
trombositlerden ¢evre ortama salmrlar(74) = " Grey trombosit syndrome" olarak
bilinen, aggregasyon yitimi ve hemorajik diyatezle sonuclanan tabloda trombositlerde

alfa grantl eksikligi s6z konusudur (72-74)
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2.2.1.1.2- Yogun graniiller

Tiim graniillerin %10' unu kapsar Tipik olarak, vezikiler membrandan belirgin
bir halo ile ayrlan opak partikiller olarak gorilurler Merkezi partikildeki
yogunlugun, olduk¢a bol miktarda kalsiyumun bulunmasma bagh oldugu
distintilmektedir Kalsiyumdan baska yogun cisimcikler adenozin difosfat (ADP),
adenozin trifosfat (ATP) ve serotonin gibi salinan gesitli maddeleri depoladigi gibi,
katekolaminler, pirofosfat ve ortofosfatlanda igerir (72-74) YoZun cisimeikler,
endojen ADP salimirmmna sekonder aggregasyonun olmayist ile karakterize
Hermansky Pudlak sendromunda eksiktir (72-74).

2.2.1.1.3- Lizozomlar
Daha az sayida olup yalmzca asit fosfataz, aril silfataz gibi sindirici
enzimlerden birinin varhfmmda gosterilebilir  Sikatrizasyon swrasinda hemostatik

tikacin eliminasyonunda rolleri vardir (73,74)

2.2.2- Islev
Trombositlerin en énemli islevi damarlarda zedelenme oldugu zaman mekanik
bir tikag olusumunu saglamaktn Bunu adezyon, sekresyon, aggregasyon ve

prokoagiilan ozellikleri ile gergeklestiritler

2.2.2.1- Trombosit adezyonu

Kan damarlarinda olusan hasar sonucu subendotelyal bag dokusunun agifa
cikmast ile trombositler bu bolgeve yapisilar (adezyon) Trombositler ile damar
duvan arasinda olusan etkilesim sirasinda bir ¢ok adezyon molekiilii rol alir. Von
Willebrand faktor bir vandan subendotelyal mikrofibriller ile baglanken — diger
yandan trombosit membramndaki glikoprotein Ib (GPIb) ile baglanir GP Ilb-llla
reseptér kompleksi de trombositlerin vWF aracihigl ile damar duvanna yapigmalarn
saglayan ikinci bir baglanma noktasmi olusturur. Subendotelyal bélgedeki kolajen
molekillerine yapisma ise GPla aracihf ile olmaktadir. Trombosit adezyonu sonrasi
olusan bir dizi metabolik reaksiyon ile trombositlerde saliverme, sekil defisikligi ve

aggregasyon olusumu baglamaktadnr  Trombositler daha kuresel bir gekil
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almaktadirlar ve uzun pseudopotlar olugturarak trombosit-trombosit ve trombosit -

damar etkilesimlerini arttirmaktadirlar (73-76)

2.2.2.2- Trombosit saliverme (release) reaksiyonu

Trombositlerin  kollojen ile karsilagmalarn  ve/veya trombin etkisi ile
graniillerde bulunan ADP, serotonin, fibrinojen, lizozomal enzimler, beta
tromboglobulin (B-TG), trombosit faktor 4 (PF4) gibi maddeler saliverilirler.

Alfa granil glikoproteinleri ve bu proteinlerin  sahvenligi, trombosit
aktivasyonu igin son derece duyarli bir gdsterge olarak kullamlmaktadir Ciinkii bu
substanslar yogun graniillerin saliverilisi i¢in gerekli uyandan daha digik uyan ile
saliverilebilirler

Ayrica kollajen ve trombinin etkisi ile trombosit prostoglandin sentezi artar.
Protein kinaz C aracihif ile protein fosforilasyonunu aktive eden diagilgliserol ve
intraselliler kalsipum iyonlarnm salimmma vol agan inositol trifosfat saliverilmesi

olusturur  Ayrica tromboksan Ap, cAMP diizeylerini  dugirerek saliverme

reakstyonunu arttrr (73-76)

2.2.2.3- Trombosit aggregasyonu

Ortama salman ADP ve tromboksan A, ile hasarli bolgede daha fazla sayida
trombositlerin aggregasvonu gergeklesir Yeni katilan trombositler de aktive olarak
daha fazla saliverme reaksivonuna yol acgarlar ve olusan bu pozitif geri beslenme

sayesinde hasarli endotelyal alanda yeterince biiyiik bir plak olugumu sagtanir (73-76).

2.2.2.4- Prokoagiilan aktivite

Trombositlerin saliverme reaksiyonu ve aggregasyonu takiben agifa cikan
trombosit faktor-3 koagilasyonun iki énemli basamagmmda rol oynamaktadir Aktive
faktér IX ve VIII ile birlikte faktor X aktivasyonunda rol alan trombosit faktor-3, aym
zamanda aktive faktor X ve V ile birlikte protrombinin trombine donisturillmesi

basamaklarinda ver almaktadir (73-76)
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2.2.3- Trembosit aktivasyonu

Damar icinde pasif olarak dolasan trombositler, damar duvarinda bir
zedelenme vada yabana bir yiizeyle temas sonucunda hizla adezyon, sekil degisikligi,
saliverme ve aggregasyon gostererek lokalize bir hemostatik tikag olustururlar (73)
Trombosit aktivasyonu, trombosit yiizeyini etkileyebilen degisik uyanci ve inhibe
edici sinyallerle modiile edilen dinamik bir progestir (75). Trombositler, bu ¢esitli
uyarilan algilayan spesifik membran reseptérleri tagilar Bu reseptorier yoluyla alman
sinyalleri hiicre iginde bulunan ikincil haberciler kompleks bir bivolojik yanita
dénisgtirtirler (76)

Trombosit yamti iki grup halinde simiflandinlabilir (76):
1 Adezyon, sekil degisikligi ve primer aggregasyon (reversibl yanit)

2 Saliveris reaksiyonu ve sekonder aggregasyon (irreversibl yanit)

Reverg.ibl yanit, trombositlerin endotel hiicre tabakasi arasindaki bosluklarin
kapattlmasi, biiyime faktotlerinin alfa granillerinden saliverilisi ve subendoteldeki
kiigiik defektlerin onarimu gibi fizyolojik islevleri;

frreversibl yanit ise trombositlerin hemostatik iglevlerini igerit (76-78)

Uyanya ilk fizyolojik yamt, disk seklinde ve duzgin olan trombositlerin
adezyonu ve sekil degisikligidir Iki-tig saniye igerisinde kure seklini alan
trombositlede 7-8 saniye igerisinde uzun psudopodlar belirir (79-80) Trombositlerin
kiire seklini almas:, grantllerinin merkezilegmesi ve kontraktil hucre iskeletinin
kasilmas1 sonucu ortaya cikar (81) Sekil degisikligi sirasinda plazma membranimn
yiizeyi de genislemektedir Bu da olastikla yizeyle baglantili "agik kanalikiiler
sistem"in disa agilmasinin  bir sonucudur (82) Fizyolojik kosullarda ekl degisikligi,
aggregasyon ve saliverilise oncilik eder ve bir ongerekliliktir (82,83) Sekil
depisiklizi snasmda trombositlerin prokoagiilan aktiviteleri de artmaktadir (84)

Cesitli fizyolojik substanslar trombositleri aktive etmektedir Bunlarmn i¢inde
en onemlileri, trombositlerin adezyonunu uyaran vWF  ve kollajen; koagilasyon

sisteminde olusan trombin; aktive trombositlerden sahverilen endoper'oksidier'/TXAz

ve ADP; dolagimda bulunan epinefrin ve vazopressin, ve uyariimug notrofil ve

makrofajlardan salman trombosit aktive edici faktordir (PAF) (76)




Trombositler aktive olduklarinda trombosit membranindaki lipid dagiliminda
degisikler olmakta ve negatif yiklu fosfatidilserinin biyiik bir bolumii membrann dig
yizeyine ¢ikmaktadir (85) Aktive trombositlerin bu ozelliginin hemostatik progeste
buyuk onemi vardir Negatif yiklu fosfolipidier faktor IXa, fakisr VIa ve
kalstyumdan olusan bir kompleks aracilify ile faktor X'un faktor Xa'ya ve vine faktér
Xa, faktér Va ve kalsiyumdan olusan bir kompleks aracilip ile protrombinin trombine
donisimiini belirgin olarak arthirmaktadir(86-88) Istirahat halindeki trombositler,
membrann dig yizeyinde fosfatidilkolin ve sfingomyelin gibi nétral fosfolipidleri
igerdiklerinden faktor Xa yada trombin olusumunu uyarma kapasiteleri dusuktur (85).
Trombositlerde faktér Va igin 1000-2000 adet yiksek afiniteli baglanma bélgeleri
bulunmaktadir (89) Trombosite bagh faktor Va , faktor Xa icin bir reseptordiir ve
trombosit bagina fakiér xa icin 200-3000 baglanma bélgesi bulunmaktadir (89)
Aktivasyon sirasinda ayrica, koagiilasyon ve fibrinolizisde ¢nemli rofferi olan viiksek
molekuil agulikli kininojen (HMWK), faktor XIla, faktor Xllfa, aktive protein C ve
plazminojen iginde baglanma bolgeleri eksprese edilir (90-92)

Aktive trombositler, doku plazminojen aktivatdrii (t-PA) ve irokinazla
kompleks olugturarak bunlan inaktive eden trombosit aktivator inhibitéri (PAI-1}) ide
saltvermektedir (93) Alfa graniillerde bulunan PAI-1'n yalmizca %5 aktif durumda
olup geri kalan buyiik bélimt latent formdadir Aktive trombositlerden saliverilen
TGE-B ise endotel ve diiz kas hiicrelerinde PAL-1 ekspresyonunu uyarmaktadir ve by
hiicrelerde olusan PAI-1 aktif formdadir (93)

2.2.3.1- Trembeosit aktivasyon belirtecleri

Son yirmi yil igerisinde aragtirmacilar pretrombotik va da trombotik duremun
belirlenmesi amactyla in vivo olarak aktive trombositlerin  varligim gostermeye
yonelik duyarh ve spesifik yontemler geligtirmeye ¢alisnusiardu Bunlar-

a Dolasan trombosit agregatlan (94-96),

b.Aktive trombositlerden saliverilen ve plazma ya da idrarla saptanan
metabolitler (PF-4, B-TG, 2,3-dinor-TXB,, 11-dehydro-TXB,) (97,98)

¢ Immunolojik yontemler (frombosit- assoctated FXIII, GP-1Ib-Illa, I,AMP-1
ve -2, GP-53, GMP-33, GMP-140) (99,100)




Trombositler normal kogullar altinda dolagimda istirahat durumunda bulunurlar
ve birgok fizyolojik agonistlerden bir veya birkag1 ile uyarildiklart zaman trombosit
adezyon ve aggregasyonuna yol acan degisikliklere ugrarlar Bu degisiklikler in vivo
kogullarda olabilecekleri gibi, in vitro kosullardan da énemli oranda etkilenmektedirler
(101). Trombosit aktivasyonunun degerlendiriimesi amactyla kullamlan PF-4, B8-TG,
tromboksan metabolitlerinin serum ve idrarda élgiimi gibi biokimyasal yontemlerin
gogunlugunda uygulanan maniptilasyonlar nedeni ile teknik hatalarin dogurdugu
yanilticr test sonuglan ile kargilagmak mimkindir Bu nedenle klinik olarak yagim
kullanim alam bulamarmuslardir

Akig sitometrik yontemlerle, trombosit aktivasyonu swasmda trombosit
ylzeyinde olusan degigikliklerin  deperlendiritmesi  voluyla da  trombosit
aktivasyonunun monitorize edilmesi mimkiindiir Ozellikle tam kan vonteminin
kullanildign durumlarda, trombositler dogal ortamlar iginde analiz edilmektedirler ve
santifigasyon gibi teknik nedenlerle trombosit aktivasyonuna yol agarak vamltict
sonuglar sonuglar dogurabilecek manipiilasyonlar bulunmamaktadt Bu nedenle
trombosit  aktivasyonlarmin  degerlendirilmesinde akis  sitometrik  yontemlerin
kullanitmast, PF-4, B-TG, tromboksan metabolitlerinin serum ve idrarda dleumii gibi
biokimyasal yontemler kullamldig: analizlere gére daha dogru ve giivenilir sonuglarin
alinmasini saplamaktadu (100).

2.3- Alas Sitometrisi

2.3.1- Cahyma ilkeleri

Akag sitometrisi, stvi bir ortam icinde dagilmus olarak bulunan hiicre veya
partikillerin 6zelliklerinin incelendigi bir tekniktir Partikal veya hiicreler tek sira
seklinde 6zel bir bolmeden istenen hizda akarak gegerler Bu sirada incelenecek olan
hiicrelerin tizerine belirli bir dalga boyunda laser 15131 gonderilit ve hiicrelerden
yanstyan 1s18in ozellikleri alicilar tarafindan kaydedilerek bilgisayara degerlendirmek
tizere aktanlnr Alicilardan biri hucrelerin bityiiklikklerini, digeri granileritesini ve bir
diferi ise yansittiklan flouresans yoguniugunu algilar Bu bilgiler, bilgisayar yardim
ile histogramlar seklinde korele edilerek incelenebilmektedit Hicreler tek sira halinde

alicilarin 6nunden gegtigi igin, gok kisa bir siire icinde binlerce hiicrenin her birinin
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ozellikleri tek tek kaydedilmektedir Histogramlar iizerinde biyiiklik  ve
grantilentelerine gére degisik alanlarda toplanan hicre popiilasyonlarmin etrafina
¢izilen pencereler ile sadece istenilen populasyonlar iizerinde degerlendirme yapmak
miimkiindir Floresans ile baglanmis monoklonal antikorlar kullamilarak incelenen
hiicrelerin  tzerindeki antijenik yapilar tanmabitmektedir Boylece hiicre vizey
igaretleri saptanarak normal veya patolojik hiicrelerin tiplendiriimesi vapilabilmekte ve
hastalik durumlannda tedavilere verdikleri yanrtlar moniiterize edilebilmektedir Ak
sitometrisi ile, slispansiyon haline getirilebilen her hiicre populasyonu {izerinde

¢aligma yapmak mtimkimdiir (1 02)

2.3.2- Akag sitometrisi ile yapilan trombosit calismalar

Akis sitometrik yontemlerin trombosit ¢aligmalarmda kullanilmast, fizyolojik
ve/veya patolojik durumlarda trombositlerin davranislart konusunda birgok bilgi
edinilmesini  saglamistr  Trombositlerin yabanc ortamlar ile karsillasmalars
fizyolojilerini degistirmektedir Kan alinm sirasinda turnike uygulanmasi, vene igne ile
girilmesi, enjektdr igine kanmn aspire edilmesi, kan 6rneginin tiplere konulmast ve
trombositlerin diger hicrelerden izolasyonu igin uygulanan manipulasyonlar siasmda

trombositlerde birgok fizyolojik defisiklik olabilmektedir (101) Bu nedenle

trombositlerle ile ¢aligma yapilmas: zordur Ozellikle tam kan yontemleri kullanilarak

yapilan akis sitometrik ¢alismalarda bu sorunjar tumiiyle agifamasa da biiyiik oranda
azalulabilmektedir (100) Tam kan yonteminin  akis sitometrisi  ile yapilan
calismalarda birgok yonden ustunligi bulunmaktadir Bu yontemde mikrolitre
duzeyletindeki kan 6mekleri ¢alisma igin yeterli olacagmndan infant ve bebeklerde,
trombositopenik hastalarda ¢alismalarin vapilmasi miimkindir. Tam kan yonteminin
kullanimasi  swrasmda  trombositlerin santrifugasyonu  ve  yikanmalan
gerekmemektedir, bu nedenle trombositlerin aktivasyonuna yol acarak test sonuglarint
etkileyebilecek olan manipilasyon hatalan en aza indirilebilmektedir Ayrica akis
sitometrisi ile trombosit subpopiilasyonlarnnm yanrtlarm ayn ayn deferlendirmek
miimkiindtir.  §-TG  veya PF-4 olgtimleri ile trombosit aktivasyonlarinn
degerlendirilmesi by olanagi saglayamamaktadir Birgok fizyolojik ve patolojik
durumda akis sitometrisi ile vaptlan trombosit yizeyi iizerindeki antijenik vapilar
taninarak trombositlerin idantifikasyonu yapilabilmekte, aktivasyon durumlarn ve

agonistler ile uyanidiklari zaman gosterdikleri agregasyon yanutlari incelebilmektedir
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2.3.3- Trombosit aktivasyonu sirasmda olusan trombosit membran
degisikliklerinin akig sitometrik yontemlerle gisterilmesi

ADP veya epinefrin gibi zayif bir agonist ile trombositlerin stimiilasyonu
trombosit GP-IIb-Tlla kompleksinde fibrinojen reseptor bolgesini agifa ¢ikararak
fibrinojenin baglanmasiu kolaylagtiracak sekilsel bir degisiklige yol agmaktadir ve
trombosit-trombosit agregasyonu olusmaktadsr Trombositler agrege olduklarnnda
veya trombin va da damar duvanndaki kollajen gibi kuvvetli bir agonist ile
uyanldiklaninda ise degrantilasyon olugmaktadir Degraniilasyon sirasmda graniil
membrani  hiicte  yiizeyine tasmmaktadir ve granil membramindaki spesifik
glikoproteinler neo-antijen olarak aktive trombosit membramnda  belirmektedit
Trombosit granillerinden salinan proteinler bu esnada trombosit yizeyine
yapigmaktadir.  Tum bu degisikiiklerin akis sitometrik yontemlerle saptanmasi
mimkindir (102)

2.3.3.1- GP-IIb-Illa kompleksinde ve fibrinojen molekiiliinde olan
degisiklikler

Trombosit aktivasyonu sirasinda GP-IIb-Iila kompleksinde olan degisiklikler
bitkag yolla gésterilebilir Ornegin aktive hale gelmig GP-IIb-IIla kompleksine kars
geligtirilmis olan monoklonal antikorlar (PAC-1) aracihg ile (103) , ya da aktivasyon
sonucu GP-IIb-Iifa kompleksine yapisan fibrinojen molekiili, anti-fibrinojen
poliklonal veya monoklonal antikorlar ile saptanabilir (104). Aktive olmus GP-11b-Illa
kompleksi daha digik afinitede olmak iizere YWF ve fibronektin i¢in de reseptor
ozellifmne sahiptit Bu nedenle aktive olmus trombositlerin tasidikiarr vWE ve
fibronektinin, bu molekutllere kars1 gelistirilmis poliklonal veya monoklonal antikorlar
ile gosterilmesi de mumkiindiir (105,106)

Aktive olmus GP-Ib-llla kompleksine baglandigi zaman fibiinojen
molekulunin kendisinde de sekil degisikligi olmaktadir Bu veni degisikligi
saptayabilen monoklonal antikorlann kullamlmasi ile aktive olmug trombositlere
yapigmug olan fibrinojenin, plazmadaki fibrinojenden bagimsiz olarak gérilmesi
mumkundiir (101)

Aktive olmug GP-IIb-Illa kompleksine fibrinojen molekilintn yapismas: ile
GP-IIb-Illa kompleksinde yeni bir sekilsel degisiklik ortaya ¢tkmakta ve boylece
LIBS (ligand induced binding sites) a1 verilen yeni epitoplar olusmaktadir Bu
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epitoplara karg1 gelistirilen monoklonal antikorlar ile de aktive trombositlerin

saptanmasi miimkindir (107).

2.3.3.2- Alfa graniil membran antijenlerinin gosterilmesi

Trombosit aktivasyonunun gosterilmesi, degranilasyon sonucu frombosit
yiizeyinde beliren granil membran antijenlerinin ~ saptanmas1  yoluyla da
yapilabilmektedit GMP-140 buniar icinde ilk tammlanan antijenlerden birisi olup
PADGEM, CD62 antijen ve P-selektin olarak da adlandirlmaktadir (108-109). GMP-
140 alfa graniillerin membranlar tizerinde bulunmaktadir Ayrica yogun graniillerin
membranian tzerinde de gosterilmistir (110) istirahat durumunda ki trombositlerin
yviizeyinde 1000 molekilden daha az sayida iken, trombosit aktivasyonu ile hiicre
bagma 10 000 molekilin tizerine ¢tkmaktadir (111-112) Selektinier ailesinin bir tyesi
olan P-selektin, ELAM-1 (E-selektin) ve lenfosit homing reseptor (L-selektin) gibi bir
adezyon molekuludl“i.r (10,109-112) Notrofiller ve monositler icin yapisma yeri olan
P-selekiinin  aktive trombositlerin RES  hiicrelent tarfindan  dolagimdan
uzakiagtinlmasmda rol oynadif dustintilmektedir (113)

Alfa graniillerin membranlarinda bulunan GMP-33 de P-selektin gibi istirahat
halindeki trombositlerde ¢ok az sayida bulundugu halde, aktivasyonla ekspresyonu
belirgin olarak artan bagka bir antijendir (114)

Trombositlerdeki alfa graniillerin iginde bulunan ve aktivasyon ile ortama
salinan trombospondin ve PF-4, degranilasyondan sonra trombosit tzerindeki
reseptorlerine baglanmaktadr Bu nedenle trombosit tizerinde bulunan trombospondin

de trombosit aktivasyon gostergesi olarak kullanfiabilmektedir (115)

2.3.3.3- Lizozom membran antijenlerinin gdsterilmesi

Trombositlerdeki lizozomlarn membranlarinda bulunan GP-53 veya CD63
olarak bilinen bir glikoproteinin de trombosit aktivasyonu ile hiicre zarmnda
ekspresyonu artmaktadir (105,116) Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bu proteine
diger hiicrelerde ve timor hiicrelerinde de rastlanabilmektedir (117).

Lizozomal membranlarda bulunan ve aktivasyon ile trombosit membranlarinda
ekspresyonu artan diger iki protein LAMP-1 ve LAMP-2 dir (118)
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2.3.3.4- Yogun cisimcik membran antijenlerinin gisterilmesi
Granulophysin yogun graniil membramnda bulunan ve trombosit aktivasyonu
ile ekspresyonu artan diger bir antijendir (110)

2,3.3.5- GP-Ib ekspresyonundaki azalism saptanmas

Trombm ile olusan trombosit aktivasyonu swrasinda, yuzeve baglanan
kanalikular ~ sistem ve alfa granil membranlarindaki GP-IIb-IIla kompleksinin
translokasyonu nedeni ile GP-1Ib-Illa kompleks ekspresyonu artarken diger taraftan
kanalikiler sisteme sekestrasyonu nedeni ile GP-Ib ekspresyonunda azalma
olmaktadir (115)

Tim bu yontemler, trombosit aktivasyonundaki kugitk degisikliklerin duyarh
buer gostergesidirler ve bu nedenle in vitro kosullarda trombosit aktivasyonun

gosterilmesi amaciyla yaygm olarak kullamlmaya baslanmigtir
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GEREC VE YONTEM

3.1- Vericiler

Bu gahgma yaglan 21 ila 49 arasmda defisen (ortanca: 31) 22 erkek
trombosit vericisinde kesikli akim (Haemonetics MCS+, n: 12 ) ve devamh akimla
alisan (Fresenius AS TEC 204, n: 10) farkhi marka ve modeldeki iki aferez cihaz ile
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali, Aferez ve Kok Hucre
Unitesi’de gergeklestirildi  Tum vericiler baslangigta uzman bir doktor tarafindan
degerlendirildi, medikal cykuleri alind1 ve fizik muayeneleri yapild: Standart verici
olma ozelliklerini tastyan vericilerin tam kan sayimlar, HBsAg, anti-HCV, anti-HIV
ve VDRL serolojik testleri yapildi ve ¢ift doz tromboferez islemi igin uygun olan
(trombosit sayis1 275 X 10%/L ve tizerinde olan) vericiler bilgilendirilmig onay formlar
alindiktan sonra galismaya dahil edildi Medikal sykilerinde sirekli ilag kullanma
anamnezi olanlar, son bir hafta icinde hemostatik sistemi etkileyebilecek aspirin,
NSAID vb bir ilag alanlar ve menstrual sikluslar vefveya oral kontroseptif

kullanmuna bagh hormonal degisikler nedeniyle kadinlar bu calismaya alinmadi

3.2- Kan orneklerinin almmasi

Vericilerin periferik kan sinekleri, ¢ift doz tromboferez islemi baglamadan
once (T10), aferez iglerm {amamiandiktan hemen sonra (T1), son aferezden 24 saat
(T2) ve 7 gun (I3) sonra olacak sekilde vakumlu silikonize diiz, EDTA ve DIA
tiiplere staz yapmaksizin geni§ ¢aplt bir ven kullandarak alindi EDTA igeren tiplere
alinan ormeklerde tam kan sayim Akdeniz Universitesi Hastanesi Kan Merkezi'nde
bulunan Coulter MaxM (Beckman-Coulter, Inc, USA) otomatik kan saymm cihazi
kullanilarak gerceklestirildi Notrofil adezyon molekiil ekspresyonlari ve trombosit-
nétofil kompleks olugumlan Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim
Dali Laboratuvar’nda bulunan akig sitometresinde (Epics XL-MCL, Coulter
Electronics INC., FL, USA) DIA tilp igine alinan kan gieklerinin maksimum 2 saat

icinde tam kan yontemi kullamiarak analiz edilmesi ile gosterildi




3.3- Monoklonal antikorlar

Alag sitometresi ile yapilan slgumlerde graniilosit tizerinde yer alan adezyon
molekdllerinin gosterilmesi amactyla insan CD11b antijenine kars1 gelistirilmis olan
floresan ile direk olarak bagli mouse monoklonal antikor (anti-CD11b-FITC,
Immunotech), insan CD18 antijenine kars geligtirilmis olan floresan ile direk olarak
bagh mouse monoklonal antikor (anti-CD18-FITC, Immunotech), insan CD30 ve
CD54 antijenine karst gelistirilmis olan floresan ile direk olarak bagh mouse
monoklonal antikorlar (anti-CD54-FITC, anti-CD50-PE Immunotech) ve insan
CD62ZL antijenine kargt gelistirilmis olan floresan ile direk olarak baghh mouse
monoklonal antikor (anti-CD62L-PE, Immunotech) kullamildi Graniilosit tizerine
yapigmis olan trombositler ise insan CD42b antijenine karsi geligtirilmis olan floresan
ile direk olarak bagli mouse monoklonal antikor (anti-CD42b-PE, Immunotech) ile
gdsterilds

3.4- Flow sitomeitrik analiz

Flow sitometrik analizler dért renk histogram ¢aligma 6zelligine sahip Akdeniz
Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Bilim Dali Laboratuvarr’nda bulunan akig
sitometresi (Epics XL-MCL, Coulter Electronics INC, FL, USA) kullanularak
gergeklestirildi.

Akig sitometresi ile yapilacak analizler igin tam kan yontemi kullamldi Kan
omekleri, vericilerden almmalanim takiben en ge¢ 10 dakikalik siire iginde
laboratuvara ulagtinidh ve 100 pL kan omeg lizering 20pL direkt konjuge monoklonal
antikor (anti-CD11b veya anti-CD18 veya anti-CD62L veya anti-CD42b veya negatif
izotipik kontrol) konuldu Omekler 15 dakika stire ile karanlik bir ortamda ve oda
sicakh@inda inkibe edildi Daha sonra omekler Coulter T Q-Prep’ ten gegirilerek
Immunoprep A (formik asit 1 2 miy/L, stabilizer) ile eritrositlerin lizisi, immunoprep B
(Sodyum karbonat 6 0 gi/L, sodyum klorid 14 5 gt/L, dodyum siilfat 31 3 gr/L,
stabilizer) ile lokositlerin stabilizasyonu, Immunoprep C (Parafomaldehit 10.0 gr/L,
tamponlar} tle de hicre membraninin fiksasyonu saglandi ve takiben akis sitometresi

ile 6lgumler vapild:

31




Akig sitometresi 15 mikron ¢apindaki boncuklar (Immunocheck, Coulter
Electronics, Inc, FL, USA) ile kalibre edildikten sonra &rnekler cithaza verildi
Parcalannms hiicre arttklan ve elektronik kirlilik 6n saginmn (forward scatter) iizerinde
ayarlama  yapilarak  uzaklastinldt  Oncelikle granulositler  buyikluk  ve
graniileritelerine gére hiicrelerin dagihmlarni gosteren 6n (forward) ve 90 derecelik
yan sagmim (right-angle light scutter) histogram: kullanilarak diger hiicrelerden aynldi
ve graniilositler ile ilgili analizier belirlenen bu bélge tzerinde gerceklestirildi Analiz
bolgesindeki partikiillerden negatif izotipik kontrolin floresansindan daha yogun
floresans g@sterenlerin total partikil igerisindeki viizdeleri (ilgili antijeni tagtyan hiicre
yiizdesi) saptandi ve hiicre basina disen ortalama antijen yogunlugunun (molekiil
miktarmm) gosterilmesinde indirekt bir parametre olan ortalama kanal numarasi
{mean flourescence intensity, MFI) kullanild: (Sekil 3 1)

(1}

3.5- Istatistik

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programu (SPSS for Windows,
Version 10.0, SPSS inch, IL, USA) kullanilarak gerceklestirildi  Degisik zaman
dilimlerinde (T0-3) alinan 6rneklerdeki molekiil yuzde ve ekspresyonlarmnm
analizinde normal dagilima uygunluk durumunda “Repeated Measure ANOVA”
normal dafiimm saglanamadig durumlarda ise non-parametrik “Wilcoxon's signe-
rank test” kullamldi 0 05 den kiigik “p” degerleri anlamli olarak kabul edildi Metin
icersisinde, tablo ve sekillerdeki degerler ortalama (+SD) ve ortanca (min-max)

(minimum-maksimum) olarak verildi




SONUCLAR

L Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin trombosit ve nétrofil saylarnda

izlenen degisiklikler:

Irombosit vericilerinde aferez islemi sonrasinda ortanca (min-max) trombosit
sayllarinda (T1; 189 (140-325) x10%/L) baslangica (T0; 311 (272-500) x10%/L) gore
anlamh azalma saptand: (p<0001) Aferez sonu birinci (T2) ve yedinci giinlerde (T3)
olusan artiga ragmen trombosit sayllarmdaki degisimin baslangica (T0) gére hala
anlamli olarak diisiik oldugu izlendi (p<0002) Her iki cihazda da benzer degisimler
izlenirken farklr olarak Haemonetics ile yapilan aferezlerde baslangi¢ (T0) ile yedinci
gin (I3) trombosit sayilannda anlaml degisiklik olmadig1 gézlendi (Tablo 41 ve
Sekil 4 1)

Vericilerin ~ aferez 6ncesi (TO) ve sonrasi (T1,T2,13) ortanca (min-max)
nétrofil sayilarmda (T0: 4.9 (2 1-6 8),T1:49(23-69), T2:46(2.6-8 2),T3:41(24-
7.9) x 10°/L.) anlamli bir degisiklik izlenmedi Bu agidan her iki aferez cihaz arasinda
da fark yoktu (Tabio 4 2 ve sekil 4 2)

2. Cift doz trombosit aferegi ile vericilerin notrofil adezyon molekiillerinde
izlenen degisiklikler:

Notrofillerde eksprese edilen adezyon molekiillerinden B2 integrin familyasina
ait olan CD11b ve CD18 molekiil yogunluklannm indirek bir gostergesi olan ortalama
floresans yogunluklarnin (MFI), aferez islemi éncesine (TO) gore aferez iglemi
sonrasinda (T1) hafif dizeyde artitf1 sonrasinda ise bu artigin baslangic degerlerine
geriledigi saptand) ancak by degisimlerin higbirisi anlaml olarak bulunmadi Cihazlar

arasinda da anlamli degisim izlenmed; (Tablo 4 3 ve Sekil 4 3)

Immiinglobulin super ailesine ait hiicte adezyon molekiilleri olan CD50 ve
CD54 floresans yogunluklarinda aferez iglemi ile herhangi bir degisiklik saptanmadi
Her iki cihaz agisindan da bir farklilik izlenmedi (Tablo 4 3 ve Sekil 4.4)




Yine notrofillerde eksprese edilen selektin familyasma ait CD62L (L-selektin)
ortalama floresans yogunluklarinda (MFI) ise aferez 6éncesine (T0; 16 29 (6 97-40 80))
oranla aferez sonrasinda (T1; 12 46 (6.95-22 90)) anfamh bir azalma olustu (p<0 022)
Bu azalmanin T2 déneminde aliman kan dineklerinde devam ettigi (p<0 046), aferez
isleminden 1 hafta sonra ise normal baslangig diizeylerine dondiigu izlendi (p>0 05)
(Tablo 4 4 ve Sekil 4 5).

Fresenius cihazi ile CD62L (L-selektin) molekiil yogunlugunda aferez
oncesine (T0) oranla aferez sonrasinda (11) izlenen digme anlamli bulunmazken,
birinci (T2) ve yedinci (T3) ginlerde izlenen azalmanm anlaml oldugu saptand:
{(p<0 013) Haemonetics cihazinda ise CD62L (L-selektin) molekiil yogunlugunda
aferez Oncesine oranla aferez sonrasinda, birinci ve yedincl ginlerde anlambt bir
degisiklik olmadigi izlendi (Tablo 4 4 ve Sekil 4 5)

3. Cift dog trombosit aferegi ile vericilerin nitrofil trombosit komplekslerinde

izlenen degisiklikler.

Baslangigta (T0) ortanca (min-max) % 9 7 (2 0-20 7) oraninda trombosit ile
kompleks yapmis nétrofil oraninm (min-max) aferez islemi sonunda (T1) % 22 4 (2.2-
48.0) duzeyine giktig1 gozlendi (p<0 0001) Aferez sonrast birinci (12) %15.8 (min-
max) ve yedinci ginde (T3) %148 (min-max) bu oranlann azalmakla birlikte
baglangica gére anlamh olarak yitksek devam ettigi tespit edildi (p<0012)
Haemonetics cihazi ile 7 giinde (T3) izlenen artig baglangica gére anlamlihgin

korurken Fresenius cihaz: ile anlamhilik saptanmad: (Tablo 4 5 ve Sekil 4.6)

Benzer sekilde trombosit ile kompleks yapmus mutlak nétrofil sayilar:
degerlendirildifi zaman aferez oncesi ortanca 0 34 (0 08-1 14) x 10°/L olan sayinin
yaklagik 3 kat artarak 1 12 (0 08-2 44) x 10°/L. degerine ulagtig1 (p0 0001) aferez sonu
birinci ve yedinci ginlerde ise baslangic diizeyine inerek anlamhhigm: vitirdigi

saptand1. Trombosit ile kompleks yapmis mutlak nétrofil sayilar agismdan cihazlar
arasinda farkhlik gézlenmedi (Tablo 4 6 ve Sekil 4 7)




Notrofillerdeki CD42b antijen yogunlugunun da (MFI) aferez soniasi (T1) 2 05
(1.01-4 09) aferez dncesine (T0) 1 5 (0 85-2 41) gore anlamli olarak arttign (p<0.007),
bu artigm yedinci ginde (T3) baglangic seviyelerine déndugi bulundu Fresenius

cihazi ile yapilan islemlerde baglangica gére hemen aferez sonrasinda anlamli artig

saptanitken Haemonetics cihazi ile anlamli artigin birinci giinde oldugu gozlendi
(Tablo 47 ve Sekil 4 8)




Tablo 4.1: Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin (n=22) trombosit sayilarinda
caliyma dénemleri boyunca izlenen degisiklikler

Trombosit x 10°/L

TO

T1

T2

T3

Genel (n=22)
Ortanca (min-max)
Ortalama (+SE)

P

311 (272-500)
319 (£10)

189 (140-325)
199 (8 &)

0.0001

209 (153-369)
222 (£9.2)

0.000

279 (190-383)
282 (£9 4)

0.002

Fresenius (n=10)
Ortanca (min-max)

314 (281-335)

209 (140-238)

215 (153-269)

279 (190-359)

Ortalama (=SE) 319 (4 8) 204 (£10 1) 218 (£112) 274 (215 1)
P 0.005 0.008 0.019
Haemonetics

Ortanca (min-max) 307 (272-500) 184 (144-325) 205 (189-369) 280 (215-383)
Ortalama {(=SE) 323 (+18) 194 (£142) 226 (£14 4) 288 (£12 1)
P 0.002 0.002 ns

T0: Ik aferez éncesi

I'l: Son aferez sonu 1. saat
T2: Son aferez sonu 24 saat
13: Son aferez sonu 7. giin
ns: Istatistik olarak anlamsiz
p degerleri TO sonuglary ile olan anlamhilig gostermektedir

Sekil 4.1: Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin (n=22) trombosit sayilarmda
¢alisma dénemleri boyunca izlenen degisiklikler
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Tablo 4.2: Cift doz trombesit aferezi ile vericilerin (n=22) nétrofi
¢ahsma donemleri boyunca izlenen degisiklikler

Nitrofil x 1071, [ TO T1 T2 T3
Ortanca (min-max) 496 (2,13-687) | 494 (2,33-9.3) 4359 (2,61-824) | 4,12 (2,42-7.92)
Ortalama (+SE) 47 ¢+1.21) 5.2 (=1.78) 477 (21,43 437 (=1,34)

P s 18 ns

T0: [k aferez 6ncesi

T1: Son aferez sonu 1 saat
T2: Son aferez sonu 24 saat
T3: Son aferez sonu 7 giin
ns: Istatistik olarak anlamsiz

p degerleri TO sonuglar: ile olan anlamhiligi gostermektediy

Sekil 4.2: Cift doz trombaosit aferezi

calisma diinemgeri boyunca izlenen

degisiklikler
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Tablo 4.3: Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin (n=22) calisma dénemleri

boyunca nétrofil adezyon molekiil ekspresyonlarinda izlenen degisiklikier

Ortanca (min-max)
Ortalama

110¢81-237)
08

1098 1-177
110

114(91-149)
114

[ TO Tl T2 T3
CD11b MFI
Ortanca (min-max) 205(134-442) | 20.4 (16 0-56.8) 198(144-435) | 266 (1547
Ortalama (:I:SE) 24 4 (+2 06) 253 =23) 223 (1 52) 271 (1 99)
P il ns 118
CD18 MF1
Ortanca (min-max) 119(10 633 1) 11.8 (20 8-41.0) 12410 9-31 6) 121 (10 7-37 6)
Ortalama (iSE) 147 (£1 36) 1521 77) 14.7(=12) 150 (+16)
P ns ns ns
CDh54

10587181
117

P ns ns 118
CD50

OItanca (I‘l’lln-maX) 74 (56-1 18) 74 (46-103) 79 (56-94) 80 (49-98)
P " 18 ns ns

T0: Ik aferez éncesi

I'l: Son aferez sonu 1 saat

I2: Son aferez sonu 24 saat

I3: Son aferez sonu 7. giin

MEFT: Ortalama floresans yogunlugu
ns: Istatistik olarak anlamsiz

p degerleri TO sonuclar: ile olan anlamliigi gistermektedi




Sekil 4.3: Cift doz tr

boyunca nétrofil integrin (CD11b ve CD18) molekii)
degisiklikler

ombosit aferezi ile vericilerin (n=22) ¢ahsma dénemleri

ekspresyonlarinda izlenen




Sekil 4.4: Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin (n=22) ¢alisma dénemleri
boyunca nétrofil immiinglobulin siiper ailesi (CD50 ve CD54) molekiil
ekspresyonlarmda izlenen degisiklikler




Tablo 4.4: Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin (n=22) cahsma donemleri
boyunca nitrofil selektin (CD62L) molekiil ekspresyonlarinda izlenen

deisiklikler
D62, MF1 TO _ T1 T2 T3
Genel (n1=22)

Ortanca (min-max) 149(69-408) | 130(6.9229) | 137(7.0205) | 135 (7033 0)
Ortalama (+SE) 16.2 (+1 54 12.4 (+0 78) 13 5 (+0 83) 151 (+1.3)

P 0.022 0.046 1s
Fresenius (n=10)

Ortanca (min-max) ISB(18-408) | 120(82229) | 129(77-195) | 134(7.0242)
Ortalama (+SF) 18 5 (=2 93) 125 (=1 45) 126 (+1 11) 135 (=1 68)
P 1s 0.009 0.013
Haemeonetics (n=12)

Ortanca (min-max) 131(69209) | 13069164 | 150(70-205) | 1398 6:330)
Ortalama (+SE) 14 4 (+132) 123 (+0.82) 142(+122) 16.4 (£1 91)
P ns ns ns

TO: Ik aferez on'tesi

I1: Son aferez sonu 1 saat

12: Son aferez sonu 24 saat

I'3: Son aferez sonu 7 giin

MEI: Ortalama floresans yogunlugu

ns; Istatistik olarak anlamsiz

p dederleri TO sonuglari ile olan anlamlihg: gostermektedir

Sekil 4.5: Cift doz trombosit aferezi ile vericilerin (n=22) ¢alisma dénemleri
boyunca nétrofil selektin (CD62L) molekiil ekspresyonlarinda izlenen
degisiklikler
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Tablo 4.5: Cift doz trombosit aferezi yapilan vericilerde trombosit antijeni
(CD42b) tasiyan nétrofil yiizdesinde calisma dénemleri boyunca izlenen

degisiklikler

CD42bh % T0 T1 T2 T3
Genel (n=22)

Ortanca (min-max) 8 (2-20) 22.(2-48) 16 (2-30) £6 (1-29)
Ortalama (+SE) 9 (1) 22(22) 15 (+2) 14 (22)
P 0.000 0.001 0.012
Fresenius (n=10)

Ortanca (min-max) 8 (2-20) 22 (3-48) 20 (2-30) 10 (1-29)
Ortalama (+SE) 10 (22) 23 (24) 17 (£3) 13 (+3)
P 0.013 0.022 ns
Haemenetics (n=12)

Ortanca (min-max) £(2-16) 22 (2-41) 15 (2-24) 17 (2-25)
Ortalama (+SE) 9 (+1) 21 (£3) 14 (+2) 15 (+2)
P 0.004 0.028 0.010

T0: [Ik aferez oncesi

T1: Son aferez sohu 1 saat

T2: Son aferez sonu 24, saat

T3: Son aferez sonu 7 giin

ns; Istatistik olarak anlamsiz

p degerleri TO sonuglart ile olan anlamiilifi gostermektedir

Sekil 4.6: Cift doz trombesit aferezi yapilan vericilerde trombosit antijeni
(CD42b) tasryan notrofil yiizdesinde ¢aliyma donemleri boyunca izlenen
degisiklikler
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Table 4.6: Cift doz tromboesit aferezi
Yapmus mutlak nétrofil sayisinda ¢ah

yapllan vericilerde trombosit ile kompleks
$ma donemleri boyunca izlenen degisiklikler

MTNS x10%/L

TO

T1

Genel (n=22)
Ortanca (min-max)
Ortalama (+SE)

P

034 (0,081 14)
0 46 (0 31)

112 (0.08-2 44)
114 (£0. 70)

000

T2 T3
076 (0.05-398) | 063 (0.05-487)
0 87 (£0.86) 0.80 (=1 01)
0.001 0,012

Fresenius (n=10)
Ortanca (min-max)
Ortalama (+SE)

P

033 (0.08-1 14)
047 (+0 38)

093 (0.16-2 44)
112 (6 82)

0.005

076 (0.05-177)
0.80 (0 61)

G.037

037 (0.06-1 23)
051 (0 45)

ns

Haemonetics n=12)
Ortanca (min-max)
Ortalama (+SE)

P

034 (0.17-0. 51)
045 (20 26)

127 (0.08-201)
116 (0 62)

0.004

075 (0 11-3 8)
0 94 (+1 05)

ns

0 68 (0.08-4 87)
104 (£0.68)

ns

10: Ik aferez oncesi

T1: Son aferez sqnu 1 saat
I2: Son aferez sonu 24 saat
I3: Son aferez sonu 7 giin

M1INS: Trombosit ile kompleks

ns: Istatistik olarak anlamsiz
p degerleri TO sonuglari ile olan anlamiih@ gostermektediy

Sekil 4.7: Cift doz trombosit aferezi

yYapmg mutlak nétrofii

yapmig mutlak nétrofil sayisi

yapilan vericilerde trombosit ile kompleks
sayisinda cahsma donemleri boyunca izlenen degisikiikler




Tablo 4.7: Cift doz trombosit aferezi yapilan vericilerde nétrofillerdeki CD42b
yogunlugunda ¢ahyma dénemleri boyunca izlenen degisiklikler

CD42b MFI

TO

T1

T2

T3

Genel (n=22)
Ortanca (min-max)
Ortalama (+SE)

P

1.36 (0.85-2 41}
152 (0 1)

214 (1.01-4 09)
205 (0 16)

0.007

127 (0.82-1.65)
122 (£5.402E-02)

0.007

13% (0.76-2.31)
1.41 (8 816E-
02)

ns

Fresenius (n=10)
Ortanca (min-max)
Ortalama (+SE)

P

129 (0.85-212)
137 (20 11

179 (1.01-4.09)
212 (40 32)

0.013

109 (0.82-1.65)
1 16 (£9 720E-02)

ns

119 (0.77-2 31)
129 (0 14)

ns

Haemonetics (n=12)
Ortanca (min-max)
Ortalama (=SE)

P

1.56 (0.94-2 41)
1.65 (0 15)

216 (1.04-2 75)
200 (0 15)

1§

132 (0 85-1.51)
127 (&5 750E-02)

0.041

165 (0.76-2 15)
151(201)

ns

T0: 1k aferez oncesi

T1: Son aferez sonu 1 saat

T2: Son aferez sonu 24 saat

T3: Son aferez sonu 7 giin

MFTI; Ortalama floresans yogunlugu
ns; Istatistik olarak anlamsiz

p degerleri TO sonucglart ile olan anlamiifi gostermektedir

Sekil 4.8: Cift doz trombosit aferezi yapilan vericilerde nitrofillerdeki CD42b
yogunlugunda ¢alisma diinemleri boyunca izlenen degisiklikler
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TARTISMA

Normal saglikl: kisilerin sistemik dolagiminda %25 diizeylerine varan
oranlarda nétrofil-trombosit komplekslerine rastlanmakta (1 19) ve bu oran trombosit
ve/veya nétrofil aktivasyonuna yol acan herhangi bir uyarann varhginda % 80
duzeylerine (120) kadar cikabilmektedir. By komplekslerden aktive trombositlerdeki
CD62P ekspresyonu ve notrofillerdeki B2 integrinler sorumlu tutulmakia birlikte
olusum mekanizmasi ve Kklinik o6nemi tam olarak anlagilamanugtr. Aktive
trombositlerin noétrofillere yapismasinin trombiis formasyonunda, aktif notrofillere
trombositlerin yapismasimn ise inflamatuar reaksiyonlarin potansiyelize edilmesinde
anahtar rol oynadip ileri stiriilmektedir (64) Baz galsmalarda B2 integrinlerin bloke
edilmesi ile notrofil bagimh doku hasan ve iskeminin belirgin olarak diizeldigi
gosterilmistir (121-123) Trombositlerin 16kositlerle adezyonu sonucu olusan notrofil-
trombosit kompleksleri koagiilasyon sistemi igin ek trombin olusumuny kolaylagtirzan
fonksivonel doku faktériniin sentez ve ekspresyonunu  indiiklemektedir Bu
kompleksler ayni zamanda yuzey koagilasyon reaksivonlarmm olusumunda katalitik
bir 1ol oynamakta ve koagiilasyonda yer alan faktorleri antikoagulan proteinlerin
(aPC) etkilerinden koruyarak trombiis olusumunu kolaylagtirmaktadir (124) Yine son
yillarda yapilan ¢alismalarda iskemik vaskiiler hastaliklarda ve tekrar eden myokard
infarkttisi  varligmda  artmug  nétrofil sayist ile birlikte nétrofil-trombosit
kompleslerinin oramnda belirgin bir yikselme oldugu tespit edilmistir (125-127)

Aferez islemi sirasinda verici kam trombojenik 6zellikler tasiyabilecek damar
digt bir sisteme tasmmakta ve trombositler ve/veya notrofillerde  morfolojik ve
fonksiyonel degisikler meydana gelmesine yol acacak santrifugasyon gibi dig
kuvvetler uygulanmaktadnr Isleme bagh hemostatik sistemde ortaya gikabilen
degisikliklerin  vericide koagulasyon, inflamasyon ve tromboz gibi  birtakim
komplikasyonlara yol agmasi beklenebilir Literatirde kardiyopulmoner bypass,
hemodiyaliz, plazmaferez ve tromboferez gibi islemler swasinda trombositlerin
aktiflestifini, koagulasyon, inflamasyon, fibrinolizis gibi hemostatik paremeticlerde
onemli olgulerde degisiklikler meydana geldigini gosteren bir ¢ok ¢ahisma
bulunmaktadir (128-132)
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Aferez igleminin hemostatik sistemde énemli roli olan nétrofil trombosit
kompleks olusgumu tzerine etkilerini inceleyen c¢alismalann sayisi oldukga azdir
Stohlawetz ve arkadaglarimn 1999 yilinda 2 farkh aferez cithazi ile yapuiklari bi
calismada tek doz tromboferez iglemi ile vericilerde nétrofil trombosit kompleks
olusumunmun artmadifnm gostergesi olarak CD41(+) nétrofil yiizdesinde artig
olmadifi saptanmus ve bu sonuglar tromboferez sistemlerinin olduk¢a giivenli ve
biyouyumlu olmasina ve iglem sirasinda trombosit ve nétrofilleri aktiflestirmemesine
baglanmistir (15) S Rinder ve arkadaslarmm vyaptiklan bir baska caligmada ise
kardiyopulmener bypass (CPB) gegiren 17 hastada monosit-trombosit komplekslerinin

bypass swrasinda belirgin  olarak arttin ve bu artisin  sirkiilasyondaki  aktif

trombositlerin (GMP-140) sayis1 ve notrofil viizeyindeki CD11b ekspresyonunun
varhg ile dogru orantili oldugu gosterilmistir (12)

Calismamuzda, koagulasyon ve inflamasyonda o¢nemli veri olan nétrofil-
trombosit kompleks olusumlarmin varhig iki farkh cihaz ile gergeklestirilen ¢ift doz
trombosit topla'l.na islemi sonrasmda degerlendirilmis ve trombosit ile kompleks
yapmis nodtrofil vizdesinin ve mutlak ndtrofil sayismmin iglem sonrasmda anlamh
olarak arttif1 ve bu artigin birinci ve yedinci ginlerde azalmakla birlikte devam etfigi
saptanmugtir  Ozellikle kesikli akim sistemi ile ¢alisan Haemonetics MCS cihaz ile
yapilan islemlerde vyedinhci giinde dahi anlambthfim devam ettiren bir yukseklik
bulunmustur Aferez sonrasi her bir nétrofil izerine yapigmug olan trombosit sayisinin
arttiginin bir gostergesi olan nétrofil dizerindeki CD42b molekil vogunlugunda da
(MEI) anlamli bir artig oldugu izlenmigtir (p<0 007) Bu durum, vericilerde ¢ift doz
trombosit aferezi igleminin trombosit nétrofil kompleks olusumunu kolaylagtirarak
tromboembolik olaylara yatkinligy arttwan ek bir faktor olabilecegi gériging
desteklemektedir

Bu c¢alismada ¢ift doz tromboferez iglemi 1ile nétrofil-trombosit
komplekslerinin viizdesinde, trombosit ile bagh mutlak nétrofil sayisinda ve her bir
néirofile baglanan hiicre bagina dugen trombositlerin sayisinda anlamh bir artis oldugu
tespit edilmigtir. Bu artista notrofil aktivasyonunun roline bakildiginda, Haemonetics
ile yapilan islemlerde CD62L (L-selekiin) molekul vogunlugunda aferez oncesine
otanla aferez sonrasinda anlamh bir degisiklik olmazken Fresenius cihazi ile yapilan
islemlerde CD62L (L-selektin) molekill yogunlugunda anlamli azalma oldugu

saptanmugtir  Bu bulgular bize ¢ift doz trombosit aferezi sirasinda Haemonetics
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cthazinin vericilerde nétrofi] aktivasyonuna yol agmadifini, Fresenius cihazinmn ise
sadece notrofil aktivasyonunun erken donemlerinde izlenen selektin ekspresyonunda
azalma ile karakterize simrly bir notrofil aktivasyonuna yol agtifini ve nétrofil-
trombosit kompleksierinin olusmasindan aktif duruma gecen nétrofillenin sorumbu
olabilecegini dissindiirmektedir

Son yillarda giderek tercih edilen bir yontem haline gelen tek bir vericiden ¢ift
doz trombosit toplama isleminin vericinin nétrofil fonksiyonlarr ve notrofil-trombosit
kompleks olusumu iizerine etkisini gosteren Ingilizce literatinde yayimlanmig bir
¢alisma bildigimiz kadan ile bulunmamaktadir Tek doz plateletferez sonrasi donor
notrofil fonksiyonlarmin 3 farkl aferey cthaz ile incelendigi bir ¢alismada ise aferez
sonrast CD62L ekspresyonunda CS-3000 ile belirgin, Amicus ile hafif bir artig oldugu
tespit  edilmistir CD11b ekspresyonunda 3 aferey sisteminde  degisiklik
bulunamazken, Amicus ve Autopheresis-C  ile tromboferez sonrast oksijen
radikallerinin tretjmi azalms, komplemenlarm ise aktive olmadig bulunmustur
Sonuglar aferez sistemlerinin donor nétrofil fonksiyoniarinda hafif degisiklere yol
actizi ve CD62L ekspresyonundaki artigin - nétrofil  aktivasyonunun en erken
basamaginin 8ostergesi oldugu geklinde yorumlanmistir (16) Giovani ve arkadaglar
tarafindan 1999 vilinda invitro kosullarda yapilan bir baska ¢alismada ise aktiflesen
nétrofillerden potent bir trombosit agonisti olan katepsin G gibi birtakim proteaziarin
salmmasimin  nétrofil-trombosit komplekslerinin olusumuna neden oldugu
gosterilmistir  (133) Bu calismalarda da izlenildigi gibi nétrofil aktivasyonu
trombositlerde aktivasyona ve kompleks olusumuna vol agabilmektedir

Ancak bizim ¢alismamrzda sadece Fresenius cihazinda nétrofil aktivasyonunda
degisiklik izlenirken her iki cihazda da aferez islemi sonrasi nétrofil trombosit
kompleks oraniarnda arty saptanmistit By  durum bagka hiicre-hiicre ve ligand
etkilesimlerini, 6zellikle de aktive trombositlerde artan CD62-P ekspresyonunun
vathigim akla getirmektedir Daha 6nceki bir cok calismada da aferez isleminin
trombositlerin aktivasyonuna yol acarak P-selektin ekspresyonunun artmasma ve
notrofil viizeyindeki ligandlan ile etkileserek notrofil-trombosit  komplekslerinin
olusumuna neden oldugu gosteriimigtir (120,134) Ancak bu calismada CDé62-P
ekspresyonu degerlendirilmemistir

Trombositlerin - nétrofillere yapismasinda  p-selektin = ve  nétrofil

aktivasyonunun énemli rolij oldugu bilmmektedir (64) Yakin zamanda vapilan
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¢alismalarda trombosit yiizeyinde eksprese olan p-selekiin molekiillerinin, nétrofil
vuzeyindeki farkli baglanma noktalarim (P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) )
tarumasinin, trombositlerin notrofillere yapismasmda en énemli mekanizmalardan biri
oldugu gosterilmistir (135-137) Notrofillerin trombositlere vapigmasinda bagka
baglanma mekanizmalarmm varhg da aragtirilmeg ve trombosit yuzeyinde eksprese
olan fibrinojenin de nétrofil baglayici bir reseptor gibi calistift gosterilmistir (138)
Aynca notrofillerdeki  integrinler CD11b/CD18 ve CD11¢/CDI18 icin endotel
hiicrelerinde bir baglanma noktasi ozelligi tagtyan interselluler adezyon molekulii-2
(ICAM-2) trombositler iizerinde de tamimlanmustir (139)

Integrinlerin  trombosit yizeyindeki baglanma noktalan tam olarak
saptanamamis olmalarma karsin Szellikle dinamik kosullarda vapilan galigmalarda
tipkt notrofil endotel adezyonunda oldugu gibi trombosit nétrofil adezyonunda da
notrofil yiizeyindeki integrinlerin ¢ok 6nemli roli oldugu ileri siiriilmektedir (64) Bu
modelde trombosjt nétrofil adezyonunun iki basamakia gergeklestigi soylenmektedir
Ik énce p-selektin aracihg ile yeterince stabil olmayan bir taninma gergeklesmekie,
bu agamada nétrofillerde Ca** ve Mg varlgnda tirozin-kinaz bagiml aktivasyon
olusmakta ve nétrofil yizeyinde bir p-2 integrin olan CD11b/CD18 ekspresyonu
artmakta ve molekul yapisinda yeni bir yapilanma olmaktadu Ardmdan bu sekilde
aktive olan nétrofiller, integrinleri aracilipi ile trombositlere olan adezyonlarim daha
stabil duruma getirmekte ve inflamasyon/trombiis gelisiminde dnemli rol olan hiicre-
hucre etkilesimlerinin baglamasma yol agmaktadirlar (64)

Selektinler ve imminglobulin ailesine ait diger adezyon molekillerinin de
degisik stimuluslar sonrasmda olugan nétrofil aktivasyonu, adezyonu ve hiicre-hiicre
etkilegimlerinin degisik evrelerinde 6nemli rol aldiklar bilinmektedir _

Cahgmamizda farkli iki yontemle ¢alisan cihazlar ile vapilan cift doz trombosit
aferezi iglemlerinde nétrofil aktivasyonun gostergesi olarak nétrofil yuzeyinde ekprese
edilen adezyon molekiilleri incelenmis ve bir integrin olan CD11b/CD18 molekiil
ekspresyonunda ve immtinglobulin siiper ailesine ait adezyon molekiilleri olan CD50
ve CD54 molekiil ekspresyonlarinda bir degisiklik olmadif1 saptanmgtu

Biitiin bu sonuglar aferez isleminin nétrofil-trombosit kompleslerinde belirgin

bir artisa ve ndtrofil fonksiyonlarnda hafif degisiklere yol agtigim ancak

CD11b/CD18 molekiil ekspresyonlarinda degigiklik olmamasi inflamasyon/trombiis




gelisimi igin gerekl; olan nétrofil-tromb

var olmasi ve transfiizyon etkinligini
olumsuz olarak defistirebilmesidir Bilindigi gibi szelfik
uygulanan  ileri derecede trombositopenik hastalara
verilmesi ok Onemli bir degtek tedavisi
transfizyonlarnm etkinligi ise
klinik olarak kanamaya

le intensif kemoterapi
trombosit konsantrelerinin
olanag saglamaktadiy Yapilan
transtiizyon sonras trombosit sayilardaki artis ve

yatkinh@n azalmag ile degerlendirilmektedir Iki farkly aferez
cthaz ile hazirlanan trombosit konsantrelerin

de in vitro trombosit aktivasyonu ve
tranfiizyonu takiben jp ViVO nétrofil

-trombosit komplekslerinin Olculdtign  bir

calismada;  aferey sirasinda ve trombosit konsantrelerinin saklanmasinda

rombositlerin aktive oldugy ve aktivasyonun deseceg; ile iligkili olarak ahcida in vivo
nétrofil-trombosit kom'f)Ieks olusumunun arttigh g6zl

Ginumiizde stk¢a kullanllmaya b

sistemde  izlenen degisiklerin yanisir

nedeniyle infeksiyoz komplikasyon]ar kars
Aferez islemine bagl




ile vericilerin lokosit sayilarinda anlamh bir defisiklik bulunamazken trombosit
sayilannda klinik agidan sorun yaratmayan anlamh dusisler olmustur Ozellikle
frombosit sayilarmdaki dustikligin vedinci giine kadar devam ettig tespit edilmistir
Irombositlerde uzamug dugiikloge normalden 2 kat daha fazla trombosit toplanmas:
nedeniyle kemik iliginin eksikligi yerine heniiz tam olarak koyamamast, ayrica isleme
bagli olarak trombositlerin aktive olmasi ve notrofillerle kompleks olusturmasimm
katkis1 oldugu dusiiniilmektedir

Sonug olarak bu ¢alismada Fresenius AS TEC 204 ve Haemonetics MCS+ ile
gerceklestirilen ¢ift doz tromboferez iglemlerinin vericilerde notrofil-trombosit
kompleks oranlarinda anlamli bir ariga yol agtigr bulunmustwr Ek olarak Fresenius
AS TEC 204 cihazi nétrofil aktivasyonun géstergesi olan CD62L ekspresyonunda
azalmaya yol agmistr Bizim ve benzeri diger caligmalarda hemostatik sistemde
izlenen bu tiir laboratuvar degsikliklerin klinik anlami tam olarak bilinmemektedir
Ancak saghkh vericilerde aferez islemi ile trombosit, nétrofil aktivasyonunda ve
trombosit nétrofil kompleks olusumunda artma gibi bulgularin saptanmasi, aferez
iglemlerinin pretrombotik bir risk olugturabilecegini desteklemektedir Tim bu
bulgulann igiginda gegmislerinde tromboembolik atak 6ykiisii, aile anamnezi ve/veya
tromboemboli gelisimi acisindan bagka risk faktorieri tagiyan hasta veya saghkh
vericilere  aferez  iglemlerini uygularken hemostatik  sistemde olugabilecek
pretrombotik degigiklikler agisindan dikkatli olmamn vararli olacafim dustonmektedir
Ozellikle veterli verici bulunamad@) i¢in tekrarlayan trombofere yapilmak zorunda
kalinan vericilerde hemostatik sistemde ne gibi  degisikiiklerin oldugu hentiz
bilinmemektedir Ayrica elde edilen sonuglar daha biyolojik olarak uyumlu sistemlerin
kullanilmas ile trombosit konsantrelerinin etkinhiginin artacafini desteklemektedi
Bitun bunlain sonucunda ¢ift doz tromboferez islemine bagl hiicre etkilegimlerinin
ve klinik 6neminin daha iyi anlagilabilmesi igin ileri ¢ahigmalara gereksininim
duyulmaktadir
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olusturarak gruplar halinde dolagirlar By kompleksley homotipik (trombosit-
trombosit) ya dg heterotipik (trombosit—lc‘ikosit) seklinde olup ozellikle trombosit-

Iskosit komplekslerinin trombosis, Iskosit infiltrasyony ve inflamasyon da onemli bir

uzerine etkisinj gosteren bir ¢alisma ise bildigimiz kadar ile yoktur,

Bu calismada vaglan 21 ila 49 arasinda degigen (ortanca: 31) 22 erkek

akig sitometresinde gosterilmistir
Fresenius AS TEC 204 ve Haemonetics MCs+ ile gergeklestirilen ¢ift do,

fromboferez islemlerinin vericilerde  hem nétrofil-trombosit komplekslerinin

saptanmistir CDI11b/CD18, CD3o ve CD34 ortalamg florasan yogunluklarinda ise
aferez islemleri ile degisiklik olmadig tespit edilmistir
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azalmaya yol acmistir Klinik 6nemleri tam olarak bilinmemekle birlikte daha Onceki
¢aligmalarda  iskemik vaskiller hastaliklardg ve myokard infarktisiinde artmug
oranlarda notrofil-trombosit kompiekslerine rastlanilmis ve bunlara yonelik tedavilerin
iskemi ve doky hasarm azalth@ bulunmustur Su ana kadar aferez islemine bagl;

klinik inflamasyon yada tromboz yoniinde komplikasyon bildirilmemig olmakia

duyulmaktadir .,

st ..




SUMMARY

Platelet-neutrophil aggregates (PLA) might play an important role in thrombotic and
inflammatory disease states It has been shown that  during extracorporcal circulation, like
haemodialysis and cardiopulmanary bypass operations | plateletelets may form heterotypic
aggregates with leucocytes via platelet CD62P and leucocyte B2 integrins  There had been
conflicting results and limited data on the impact of platcletpheresis procedures on the
frequency of PLA and neutrofil activation In recent yeats, it has been possible to collect
double dose platclets by new generation devices but no  study concerning the neutrophiil
activation and PLA of donor during double platelepheresis (DP) had bbeen performed up to
this time
In this study we investigated the effects of DP with two different devices (Fresenins AS

204 p= 10 and MCS Plus n=22) on the in vivo neutrophill activation and neutrophill-platelet
aggregates in 22 volunteer donors Peripheral blood samples were taken immediately before
and after apheresis and on the 1% 7 ® days Changes in neutrophils activation and the
frequency of 'i’LA was determined by quantitating the amount of mean chamnel fleurasans :
intensity (MCFI) of CD62L, 7042b--neutrophils, MCFI of CD42b and 11b/18 expressions g
using whole blood method on flow cytometry

Statistically significant increases were  found on the percentage of PLA
(42b-+neutrophils), neutrophill counts on the complexes and on the number of each platelets
binding to neutrophills after apheresis with both of the machines. CD62L MCFI decreased
significantly after apheresis with Fresenius machine on the first and seventh days but this was
not seen with MCS+ Plus machine 11b/18 MCFI » CD50 and CD54 expressions did not show
any changes afier apheresis with both of the machines

In this study we showed that double dose thrombopluesis with Fresenius AS TEC 204

and Haemonetics MCS+ devices results an increase on PLA levels which has an

important role on inflamation and thrombosis Aditionally , Fresenius AS TEC 204
decreases CD62L expression which is a determinant of neutrophill activation No
change on CD11b/CD18 expressions may force us to think that neutrophill —platelet
adhesion which is an important component of inflamatory / thrombotic process does

not continue on further stages
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