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PLATELETS RETAIN FUNCTION AND CAN BE STORED FOLLOWING DISRUPTION OF HUMAN
LEUCOCYTE ANTIGENS

TROMBOSITLER, INSAN LOKOSIT ANTIJENLERININ BOZULMASINDAN SONRA ISLEVLERINI
SURDURUR VE DEPOLANABILIR
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GiRIS

Trombosit refrakterligi, transflizyon sonrasi, beklenen trombosit sayisinin tekrarlanan
inflizyonlara ragmen saglanamamasi olarak tanimlanir ve hastalarin tedavi siirecinde ¢ok sayida
trombosit transflizyonu almasiyla, zamanla gelisebilir. Hastalarin %4 ila %25’i trombosit
transfizyonlarina refrakter hale gelir. Trombosit refrakterliginin en yaygin nedenleri non-
immiin faktorler olsa da immiin faktorler de bu duruma katkida bulunur. insan l6kosit antijen
(HLA) sistemine karsi gelisen antikorlar, trombosit refrakterliginin en sik gérilen immiinolojik
nedenidir. HLA antikor olusumuna bagh imminolojik refrakterligin Ustesinden gelmek igin en
yaygin stratejilerden biri, HLA-A, -B uyumlu trombositlerin saglanmasidir. Diger stratejiler
arasinda antikor 6zgulligu tahmin yontemi, epitop eslestirme ve trombosit ¢capraz eslestirme
yer almaktadir. Bununla birlikte, HLA-uyumlu trombositlerle yapilan transfiizyonlarin %40

kadarinin basarisiz oldugu tahmin edilmektedir.

Son 30 yil icinde aralikli olarak arastirilan alternatif bir yontem, trombositlerin sitrik asit
¢Ozeltisi ile muamele edilerek hiicre yizeyindeki HLA Sinif-1 antijenlerinin secici olarak denatire
edilmesidir ancak bu yontem Sinif-ll antijenlerin etkilenmemesi esasina dayanir. Asit
muamelesinden sonra bozulmamis HLA Sinif-l antijenlerinin  trombosit yizeyinden
uzaklastirilabildigine dair kanitlar bulunsa da genel goris, HLA antijenitesinin azaltilmasindaki
birincil mekanizmanin B2-mikroglobulin’in (32M) HLA agir zincirinden ayrilmasi ve boylece HLA

Sinif-I'in dogal G¢li molekiler yapisinin bozulmasi oldugu yonindedir. Sitrik asit uygulamasiyla
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HLA bozulmasinin ardindan trombositlerin saklanmasinin etkisi nadiren arastiriimistir. Bu
calisma, aferez trombositlerinin HLA bozulmasi sonrasi gosterdigi 6zellikleri ve ardindan gelen

saklama siirecini incelemek amaciyla gerceklestirilmistir.
MATERYAL VE METOT

Cift aferez trombosit bilesenleri toplanmistir. Toplamadan sonraki 1. glinde, trombosit
bilesenleri havuzlanmis ve orijinal toplama torbalarinda ikiye boélinerek sitrik asit veya salin
(kontrol) ile muamele edilmistir (n = 10 cift). Ornekler, aseptik kosullarda toplamadan sonraki
1., 5. ve 7. glinlerde alinmistir. Trombosit sayilari, ortalama trombosit hacmi (MPV), pH

degerleri, glikoz ve laktat diizeyleri olgtilmustir.

HLA bozulmasi, akim sitometrisi ile Olgilmustir. Trombositler, su antikorlarla
boyanmistir: HLA Sinif-I'in dogal konformasyonuna karsi antikorlar, B2M alt birimine karsi
antikor, HLA serbest agir zincirine karsi antikor. Ortalama floresan yogunlugu (MFI) ve pozitif
olay ylzdesi kaydedilmistir. Trombositlerin reaktivitesi trombosit imminofloresan testi (PIFT) ve
monoklonal antikorla trombosit antijeninin immobilizasyonu (MAIPA) testleri kullanilarak

degerlendirilmistir.

Asit uygulamasinin trombosit glikoproteinleri olan CD41a, CD42b (GPIba), CD61 ve GPVI
Uzerindeki etkisi olclilmistir. Trombosit canliligl 6l¢lilmis, mitokondriyal membran potansiyeli
(MMP) degerlendirilmistir. Fosfatidilserin (PS) ekspozisyonu ise akim sitometrisi kullanilarak
tespit edilmistir. ‘Trombosit glikanlarindaki degisiklikler akim sitometrisi ile 6lglilmustir.
Trombosit aktivasyonu, akim sitometrisi ile belirlenmistir. GPIlb/Illa reseptér kompleksine PAC-
1 antikorunun baglanmasi 6l¢lilmistir. Ayrica, trombin reseptor aktivasyon peptidi 6 (TRAP-6)
ile uyarim sonrasi CD62P (P-selektin) ekspresyonu incelenmistir. CD42b'nin bazal aktivasyonu

ise AN51-RPE antikoru kullanilarak ol¢ilmustdr.

Trombosit agregasyonu stk gecirgenlik agregometrisi kullanilarak olgilmustir.
Koagiilasyon ve pihti olusumuna dair ozellikler ise tromboelastografi (TEG) yontemiyle
degerlendirilmistir. Trombositlerde ¢6zinebilir CD40 ligandi (sCD40L), ¢o6zinebilir CD62P
(sCD62P), RANTES ve trombosit faktor 4 (PF4) salinimi, Uretici firma talimatlarina gore ELISA

yontemiyle ol¢lilmustar.
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SONUC VE TARTISMA

Sitrik asit muamelesi, trombosit ylzeyindeki HLA Sinif-l antijenlerini etkin bir sekilde yok
etmistir. Trombosit kaybi, beraberinde artan trombosit metabolizmasi ve aktivasyonu ile
bozulma gergeklesmis olsa da asitle muamele edilen trombositler, pihtilasma ve agregasyon
fonksiyonlarini korumustur. Ayni sekilde B2-mikroglobulin (32M) ayrismasi da gergeklesmistir.

Azalma, dnceki ¢calismalarda gézlendigi gibi saklama siiresi boyunca korunmustur [29, 30].

PIFT, serum antikorlarinin trombositlere baglanmasini tespit etmekle birlikte HLA ve HPA
antikor baglanmasini ayirt edemez. Bu nedenle, 06zgil antijenite testi icin MAIPA da
gerceklestirilmistir. PIFT ile olctlen HPA-la, -5a ve -5b baglanmalari _anlamli derecede
azalmisken, MAIPA ile boyle bir azalma gozlenmemis; bu da asit muamelesinin HLA Sinif-I

antijenitesini segcici olarak azalttigini, ancak HPA antijenitesini etkilemedigini dogrulamistir.

Bu calismada gozlenen trombosit kaybi ve canllik orani, depolama c¢ozeltilerindeki
farklihklara bagl olarak diger calismalarda bildirilenlerden daha yiksektir. Ancak, canlilik

seviyesinin saklama siiresi boyunca korunmasi, dnceki calismalarda gosterilmemistir.

Genel olarak, HLA bozulmasinin trombosit ylzey reseptorleri izerinde minimal etkisi
vardir. Degisken bir glikoprotein olan GPVI, asit muamelesi ile depolama suresince anlamli
sekilde azalmistir. HLA bozulmasi, ylizeyde artan CD62P ve PS ile soluble faktorler PF4 ve
sCD62P salinimi ile kanitlandigi Gizere trombosit aktivasyonuna yol agmistir. AN51 baglanmasiyla
belirlenen CD42b aktivasyonu,  HLA bozulmus trombositlerde. muamele sonrasinda

gozlemlenmis ancak sonraki depolama stirecinde dinlenme konformasyonuna geri donmustur.

Asit muamelesi, hem glicli (TRAP-6) hem de zayif (ADP) agonistlere trombositlerin yanit
verme yetenegini belirgin sekilde azaltmistir. Kollajene karsi agregasyon tepkileri, daha 6nce
bildirildigi gibi, HLA bozulmus trombositlerde anlamli olarak daha gigludir. Asit muamelesi,
trombosit glikoproteinlerinde desiyalizasyon ve degalaktozilasyonu artirmistir. Bu bulgular, asit
muamelesi uygulanmis trombositlerin  transflizyon sonrasi dolasimdan daha hizli
temizlenebilecegini distindirmektedir. Ancak, onceki ¢alismalar HLA bozulmus trombositlerin
kompleman aracili yikimdan ve antikor aracili fagositozdan kacindigini gostermistir. Asit

muamelesi uygulanmis trombositlerle basarili bir transflizyon olasiligl, yalnizca HLA
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bozulmasinin derecesine degil, ayni zamanda transfiizyon alicisinda anti-HLA antikor tipi,

C T(,"?

Ozgulligi, aviditesi, titre seviyesi ve komplemani aktive etme yetenegine de baghdir. Bu
calismada gozlemlenen trombosit aktivasyon dizeyi 6nemli bir degerlendirme noktasidir.
Prokoagiilan trombositler, artmis PS disa acilimi, artmis CD62P, azalmis CD42b ve GPVI ile
mitokondriyal depolarizasyonla karakterize edilir. Bircok hematoloji/onkoloji hastasi
trombositopeni nedeniyle klinik olarak anlamli kanamalar yasamaktadir. Eger HLA bozulmus
trombositler, trombosit sayisini artirmaya devam edebiliyorsa, bu durum koruyucu amach

uygulandiklarinda faydali olabileceklerini distndrir.

HLA bozulmus trombositlerin, refrakter hastalar i¢in standart tedavi haline gelmesi olasi
olmamakla birlikte, uyumlu bilesenlerin transfiizyon igin bulunamadigi ve hastanin acilen
destege ihtiya¢c duydugu durumlarda talebe 6zel olarak Uretilen bir Grin olarak kullaniima
potansiyeli oldugu belirtilmelidir. HLA bozulmasinin maliyeti ve is glicl, standart trombosit
bilesenlerine gore daha yuksektir ve faydalarinin kanitlanmasi igin klinik ¢alismalara ihtiyag

vardir.

Bu calismanin bazi kisitlamalari bulunmaktadir. Calismada bir tuzlu su (salin) kontroli
kullanilmis, ancak gl doz trombositlerin az bulunmasi nedeniyle tedavi edilmemis bir kontrol
grubu dahil edilmemistir. Ayrica, bu calismada yalnizca trombosit kalitesi ve fonksiyonuna iliskin
in vitro Olcimler yapiimistir. HLA'nin serum duyarhiligi, test laboratuvarinin farkl eyaletlerde
bulunmasi nedeniyle, tedaviden hemen sonra degil, ancak depolamanin 5. gliniinden sonra test

edilebilmistir.

Bu calismada, asit muamelesi trombosit bilesenlerinin HLA antijenitesini anlaml sekilde
azaltmistir. Trombosit kaybi ve azalmis canlilik gbzlemlenmis olsa da asit ile muamele edilmis
trombositler fonksiyonel kalmis; agregasyon ve pihti olusumu yeteneklerini korumustur. HLA
bozunmus trombosit bilesenlerinin rutin kan bileseni Uretim prosedirleri ile uyumlu hale
getirilmesi amaciyla bu Griniin daha da gelistiriimesi, HLA uyumlu lnitelerin temin edilemedigi

durumlarda refrakter hastalara gecici trombosit destegi saglanmasini mimkun kilabilir.



