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GİRİŞ 

 

Trombosit refrakterliği, transfüzyon sonrası, beklenen trombosit sayısının tekrarlanan 

infüzyonlara rağmen sağlanamaması olarak tanımlanır ve hastaların tedavi sürecinde çok sayıda 

trombosit transfüzyonu almasıyla, zamanla gelişebilir. Hastaların %4 ila %25’i trombosit 

transfüzyonlarına refrakter hale gelir. Trombosit refrakterliğinin en yaygın nedenleri non-

immün faktörler olsa da immün faktörler de bu duruma katkıda bulunur. İnsan lökosit antijen 

(HLA) sistemine karşı gelişen antikorlar, trombosit refrakterliğinin en sık görülen immünolojik 

nedenidir. HLA antikor oluşumuna bağlı immünolojik refrakterliğin üstesinden gelmek için en 

yaygın stratejilerden biri, HLA-A, -B uyumlu trombositlerin sağlanmasıdır. Diğer stratejiler 

arasında antikor özgüllüğü tahmin yöntemi, epitop eşleştirme ve trombosit çapraz eşleştirme 

yer almaktadır. Bununla birlikte, HLA-uyumlu trombositlerle yapılan transfüzyonların %40 

kadarının başarısız olduğu tahmin edilmektedir. 

Son 30 yıl içinde aralıklı olarak araştırılan alternatif bir yöntem, trombositlerin sitrik asit 

çözeltisi ile muamele edilerek hücre yüzeyindeki HLA Sınıf-I antijenlerinin seçici olarak denatüre 

edilmesidir ancak bu yöntem Sınıf-II antijenlerin etkilenmemesi esasına dayanır. Asit 

muamelesinden sonra bozulmamış HLA Sınıf-I antijenlerinin trombosit yüzeyinden 

uzaklaştırılabildiğine dair kanıtlar bulunsa da genel görüş, HLA antijenitesinin azaltılmasındaki 

birincil mekanizmanın β2-mikroglobulin’in (β2M) HLA ağır zincirinden ayrılması ve böylece HLA 

Sınıf-I’in doğal üçlü moleküler yapısının bozulması olduğu yönündedir. Sitrik asit uygulamasıyla 



 

 

HLA bozulmasının ardından trombositlerin saklanmasının etkisi nadiren araştırılmıştır. Bu 

çalışma, aferez trombositlerinin HLA bozulması sonrası gösterdiği özellikleri ve ardından gelen 

saklama sürecini incelemek amacıyla gerçekleştirilmiştir. 

MATERYAL VE METOT 

Çift aferez trombosit bileşenleri toplanmıştır. Toplamadan sonraki 1. günde, trombosit 

bileşenleri havuzlanmış ve orijinal toplama torbalarında ikiye bölünerek sitrik asit veya salin 

(kontrol) ile muamele edilmiştir (n = 10 çift). Örnekler, aseptik koşullarda toplamadan sonraki 

1., 5. ve 7. günlerde alınmıştır. Trombosit sayıları, ortalama trombosit hacmi (MPV), pH 

değerleri, glikoz ve laktat düzeyleri ölçülmüştür. 

HLA bozulması, akım sitometrisi ile ölçülmüştür. Trombositler, şu antikorlarla 

boyanmıştır: HLA Sınıf-I’in doğal konformasyonuna karşı antikorlar, β2M alt birimine karşı 

antikor, HLA serbest ağır zincirine karşı antikor. Ortalama floresan yoğunluğu (MFI) ve pozitif 

olay yüzdesi kaydedilmiştir. Trombositlerin reaktivitesi trombosit immünofloresan testi (PIFT) ve 

monoklonal antikorla trombosit antijeninin immobilizasyonu (MAIPA) testleri kullanılarak 

değerlendirilmiştir.  

Asit uygulamasının trombosit glikoproteinleri olan CD41a, CD42b (GPIbα), CD61 ve GPVI 

üzerindeki etkisi ölçülmüştür. Trombosit canlılığı ölçülmüş, mitokondriyal membran potansiyeli 

(MMP) değerlendirilmiştir. Fosfatidilserin (PS) ekspozisyonu ise akım sitometrisi kullanılarak 

tespit edilmiştir. Trombosit glikanlarındaki değişiklikler akım sitometrisi ile ölçülmüştür. 

Trombosit aktivasyonu, akım sitometrisi ile belirlenmiştir. GPIIb/IIIa reseptör kompleksine PAC-

1 antikorunun bağlanması ölçülmüştür. Ayrıca, trombin reseptör aktivasyon peptidi 6 (TRAP-6) 

ile uyarım sonrası CD62P (P-selektin) ekspresyonu incelenmiştir. CD42b'nin bazal aktivasyonu 

ise AN51-RPE antikoru kullanılarak ölçülmüştür. 

Trombosit agregasyonu ışık geçirgenlik agregometrisi kullanılarak ölçülmüştür. 

Koagülasyon ve pıhtı oluşumuna dair özellikler ise tromboelastografi (TEG) yöntemiyle 

değerlendirilmiştir. Trombositlerde çözünebilir CD40 ligandı (sCD40L), çözünebilir CD62P 

(sCD62P), RANTES ve trombosit faktör 4 (PF4) salınımı, üretici firma talimatlarına göre ELISA 

yöntemiyle ölçülmüştür. 



 

 

SONUÇ VE TARTIŞMA 

Sitrik asit muamelesi, trombosit yüzeyindeki HLA Sınıf-I antijenlerini etkin bir şekilde yok 

etmiştir. Trombosit kaybı, beraberinde artan trombosit metabolizması ve aktivasyonu ile 

bozulma gerçekleşmiş olsa da asitle muamele edilen trombositler, pıhtılaşma ve agregasyon 

fonksiyonlarını korumuştur. Aynı şekilde β2-mikroglobulin (β2M) ayrışması da gerçekleşmiştir. 

Azalma, önceki çalışmalarda gözlendiği gibi saklama süresi boyunca korunmuştur [29, 30]. 

PIFT, serum antikorlarının trombositlere bağlanmasını tespit etmekle birlikte HLA ve HPA 

antikor bağlanmasını ayırt edemez. Bu nedenle, özgül antijenite testi için MAIPA da 

gerçekleştirilmiştir. PIFT ile ölçülen HPA-1a, -5a ve -5b bağlanmaları anlamlı derecede 

azalmışken, MAIPA ile böyle bir azalma gözlenmemiş; bu da asit muamelesinin HLA Sınıf-I 

antijenitesini seçici olarak azalttığını, ancak HPA antijenitesini etkilemediğini doğrulamıştır. 

Bu çalışmada gözlenen trombosit kaybı ve canlılık oranı, depolama çözeltilerindeki 

farklılıklara bağlı olarak diğer çalışmalarda bildirilenlerden daha yüksektir. Ancak, canlılık 

seviyesinin saklama süresi boyunca korunması, önceki çalışmalarda gösterilmemiştir. 

Genel olarak, HLA bozulmasının trombosit yüzey reseptörleri üzerinde minimal etkisi 

vardır. Değişken bir glikoprotein olan GPVI, asit muamelesi ile depolama süresince anlamlı 

şekilde azalmıştır. HLA bozulması, yüzeyde artan CD62P ve PS ile soluble faktörler PF4 ve 

sCD62P salınımı ile kanıtlandığı üzere trombosit aktivasyonuna yol açmıştır. AN51 bağlanmasıyla 

belirlenen CD42b aktivasyonu, HLA bozulmuş trombositlerde muamele sonrasında 

gözlemlenmiş ancak sonraki depolama sürecinde dinlenme konformasyonuna geri dönmüştür. 

Asit muamelesi, hem güçlü (TRAP-6) hem de zayıf (ADP) agonistlere trombositlerin yanıt 

verme yeteneğini belirgin şekilde azaltmıştır. Kollajene karşı agregasyon tepkileri, daha önce 

bildirildiği gibi, HLA bozulmuş trombositlerde anlamlı olarak daha güçlüdür. Asit muamelesi, 

trombosit glikoproteinlerinde desiyalizasyon ve degalaktozilasyonu artırmıştır. Bu bulgular, asit 

muamelesi uygulanmış trombositlerin transfüzyon sonrası dolaşımdan daha hızlı 

temizlenebileceğini düşündürmektedir. Ancak, önceki çalışmalar HLA bozulmuş trombositlerin 

kompleman aracılı yıkımdan ve antikor aracılı fagositozdan kaçındığını göstermiştir. Asit 

muamelesi uygulanmış trombositlerle başarılı bir transfüzyon olasılığı, yalnızca HLA 



 

 

bozulmasının derecesine değil, aynı zamanda transfüzyon alıcısında anti-HLA antikor tipi, 

özgüllüğü, aviditesi, titre seviyesi ve komplemanı aktive etme yeteneğine de bağlıdır. Bu 

çalışmada gözlemlenen trombosit aktivasyon düzeyi önemli bir değerlendirme noktasıdır. 

Prokoagülan trombositler, artmış PS dışa açılımı, artmış CD62P, azalmış CD42b ve GPVI ile 

mitokondriyal depolarizasyonla karakterize edilir. Birçok hematoloji/onkoloji hastası 

trombositopeni nedeniyle klinik olarak anlamlı kanamalar yaşamaktadır. Eğer HLA bozulmuş 

trombositler, trombosit sayısını artırmaya devam edebiliyorsa, bu durum koruyucu amaçlı 

uygulandıklarında faydalı olabileceklerini düşündürür. 

HLA bozulmuş trombositlerin, refrakter hastalar için standart tedavi haline gelmesi olası 

olmamakla birlikte, uyumlu bileşenlerin transfüzyon için bulunamadığı ve hastanın acilen 

desteğe ihtiyaç duyduğu durumlarda talebe özel olarak üretilen bir ürün olarak kullanılma 

potansiyeli olduğu belirtilmelidir. HLA bozulmasının maliyeti ve iş gücü, standart trombosit 

bileşenlerine göre daha yüksektir ve faydalarının kanıtlanması için klinik çalışmalara ihtiyaç 

vardır. 

Bu çalışmanın bazı kısıtlamaları bulunmaktadır. Çalışmada bir tuzlu su (salin) kontrolü 

kullanılmış, ancak üçlü doz trombositlerin az bulunması nedeniyle tedavi edilmemiş bir kontrol 

grubu dahil edilmemiştir. Ayrıca, bu çalışmada yalnızca trombosit kalitesi ve fonksiyonuna ilişkin 

in vitro ölçümler yapılmıştır. HLA'nın serum duyarlılığı, test laboratuvarının farklı eyaletlerde 

bulunması nedeniyle, tedaviden hemen sonra değil, ancak depolamanın 5. gününden sonra test 

edilebilmiştir. 

Bu çalışmada, asit muamelesi trombosit bileşenlerinin HLA antijenitesini anlamlı şekilde 

azaltmıştır. Trombosit kaybı ve azalmış canlılık gözlemlenmiş olsa da asit ile muamele edilmiş 

trombositler fonksiyonel kalmış; agregasyon ve pıhtı oluşumu yeteneklerini korumuştur. HLA 

bozunmuş trombosit bileşenlerinin rutin kan bileşeni üretim prosedürleri ile uyumlu hale 

getirilmesi amacıyla bu ürünün daha da geliştirilmesi, HLA uyumlu ünitelerin temin edilemediği 

durumlarda refrakter hastalara geçici trombosit desteği sağlanmasını mümkün kılabilir. 

 


