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OZET

Onemli transfiizyon komplikasyonlardan biri olan transfiizyonla iligkili immiin diizenlenme (TRIM), allojeneik kan transfiizyonunun (AKT)
alicinin immiin sisteminde yol agtig1 degisiklikler olarak tanimlanabilir. En ¢ok suglanan etken, kan bileseni i¢cindeki mononiikleer (MNH)
hiicrelerdir. Bu nedenle galismamizda eritrosit siispansiyonlar1 (ES) igindeki T hiicreler (CD3°CD4" ve CD3'CD8") hedeflenmis, depolama
kosullarinin etkisiyle canlilik, proliferasyon ve aktivasyon diizeylerindeki degisimler incelenmistir. Bu amagla, tic adet kan bagis¢isindan
alinan tam kanlardan ES’ler elde edilmistir. Her kan bileseninden tam kan &rnegi (5. saat) ve ES orekleri (0, 7, 14, 21, 42. giin) elde
edilmistir. Ayrica bagis¢idan bagis oncesi EDTA’ll tiiplere alinan iki adet 6rnek de caligmaya katilmistir. Analizler bu 6rneklerden
ayristirtlan MNH kullanilarak yapilmistir. Canlilik analizleri dogrudan MNH’ler, proliferasyon ve aktivasyon analizleri MNH kiiltiirleri
araciligryla akan hiicre dlgerde gergeklestirilmistir. Canlilik diizeylerinin depolama siiresi ortalarinda azalmaya basladigi, 42. giin ES
orneklerinde hemen tamamen yok oldugu belirlenmistir. T hiicrelerin proliferasyon becerisi daha erken azalmis ve 21. giin ES 6rneklerinde
kaybolmustur. Aktivasyon belirteci diizeyleri MNH kiiltiiriiniin sifirmc1 saatlerine gore 16 ve 72 saatlerde artis gostermistir. Ayrica
bagiscilarin yaslarina gore de sonuglarda belirgin farkliliklar gozlemlenmistir. Sonug olarak ES depolama siiresi ve kosullarinin etkisiyle
iriin ig¢indeki T lenfositlerin canlilig1 ve proliferasyon becerileri azalmaktadir. Bu sonuglar allojeneik T lenfositlerin TRIM gelisimiyle
iliskilerinin diisiik olabilecegini; T lenfosit aktivasyon kapasitelerinin ES’den uzaklastiklarinda artmis gostermesi eritrositlerin baskilayici
ozellik gosterebildigini; TRIM gelisiminde bagisc1 ve hasta yasi gibi demografik parametrelerin de rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Eritrosit siispansiyonu. Canhlik. Proliferasyon. immiin diizenlenme. T lenfosit.
The Effect of Storage Conditions of Erythrocyte Suspensions on T Cell Viability and Proliferation

ABSTRACT

Transfusion-related immunomodulation (TRIM) can be defined as changes in the immune system of the recipient caused by allogeneic blood
transfusion (ABT). The most commonly blamed agent is mononuclear (MNC) cells in the blood component. Therefore, T cells (CD3"CD4"
and CD3CD8") in erythrocyte suspensions (ES) were targeted in our study. The effect of storage conditions on viability, proliferation, and
activation levels were analysed. ESs were obtained from whole bloods donated from three donors. Whole blood sample (5th hour) and ES
samples (0, 7, 14, 21, 42nd day) were achieved from each blood component. Two samples taken from donors in EDTA tubes before donation
were also included in the study. MNCs were isolated from these samples and analyses were performed with these cells by flow-cytometer. T-
cell viability disappeared in the 42nd-day ES samples, whereas proliferation capacity was lost in the 21st-day ES samples. Activation marker
levels increased at 16 and 72 hours compared to 0 hours MNH culture. Also, distinct differences were observed among results according to
the ages of the donors. In conclusion, the viability and proliferation capacity of T lymphocytes in the ES decreases with the effect of storage
time and conditions. These results suggest that the relationship between allogeneic T lymphocytes and the development of TRIM may be
low; the increased activation capacity of T lymphocytes when they are removed from ES suggests that erythrocytes may show suppressive
properties; and demographic parameters such as donor and patient age may also play a role in the development of TRIM.
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Transfiizyon, ciddi ve hayatt tehdit eden
komplikasyonlar1  nedeniyle ¢ok  riskli  tibbi
uygulamalardan biri olarak kabul edilir. Bu

komplikasyonlardan bir tanesi transfiizyonla iligkili
immiin  diizenlenmedir  (Transfusion  Related
ImmunoModulation; TRIM). TRIM, allojeneik kan
transfiizyonunun (AKT) transflizyon alicisinin immiin
sisteminde yol acgtifi diisliniilen degisiklikleri
kapsayan bir kavramdir. Diger tiim transfiizyon
komplikasyonlarinda oldugu gibi kendisini bir belirti
veya bir bulgu ile degil, klinik bir sonug ile gosterir.

Ik olarak 1970’lerin baglarinda bobrek
transplantasyonu  bekleyen  hastalara  yapilan
transfiizyonlarmm graft Omrii iizerindeki olumlu

etkilerinin gbzlemlenmesiyle tamimlanms', AIDS
pandemisine kadar AKT’nin bobrek transplantasyonu
Oncesi standart bir yaklasim halini almasina neden
olmustur. Sonraki yillarda yiiriitiilen calismalarda
AKT’nin, kiiratif cerrahi hastalarinda  timor
biiyiimesini ve metastaz gelisimini hizlandirdig’,
eslerinden transfiizyon alan gebelerde spontan abortus
olasiligini azalttigr’, Crohn hastaligi nedeniyle opere
edilen hastalarda niiks sikhigimi azalttigi®, firsatci

enfeksiyonlarr® ve postoperatif bakteriyel
enfeksiyonlart arttirdigi®, mortaliteyi ve yogun
bakimda yatis siiresini uzattg’, multi organ

disfonksiyonuna yol agtigi®, mekanik ventilasyona
bagl kalma siiresini uzattig’ One siiriilmiistiir.
Bunlarin disinda TRIM fenomenine odaklanmis gok
sayida arastirma bulunsa da, hicbiri net olarak TRIM
fenomeninin varligini ve/veya siddetini dogrulamak,
altta yatan ana mekanizmayr agiklamak icin yeterli
olmamistir. Ancak, AKT nin alici immiin sisteminde
meydana getirdigi bazi degisiklikler tanimlanabilmis-
tir. AKT sonrasi alicida Thl yanitinin baskilanip, Th2
yanitinin giiglendigi'®, Treg gelisiminin uyarildig',
CD4" ve CD8" hiicre sayilar1 ile CD4"/CD8" oranmin
azaldig1'?, NK hiicre fonksiyonlarimin zayifladigi”,
monosit fonksiyonlarmm bozuldugu'* ve T ve B
lenfositlerin proliferasyon becerilerinin baskilandig'
bildirilmistir. Bu tabloya neden olan etkenlerin ise;

e Kan bileseni icindeki allojeneik mononiikleer
hiicreler (MNH)'®'®

e Depolama kosullarinin etkisiyle kan bileseni iginde
biriken biyolojik yanit diizenleyiciler-immiin
mediyatorler (BYD-iM)'®'®

e  Coziiniir peptitler (Simf I-HLA ve FasL vb)'®"®

e Transfiize edilen kan bilesenin raf 6mrii"

e Transfiize edilen bilesen sayisi® oldugu one
stirtilmektedir.

Bu bilgilerden yola g¢ikarak planlanan ¢aliymamizda
iki soruya yanmit aranmistir. Bunlar “AKT sonrasi
alicida meydana geldigi diistiniilen degisiklikler kan
torbast icinde basliyor olabilir mi?” ve “Transfiize
edilen kan bilesenin elde edilme siireci ve raf dmrii bu
etkide rol oynuyor olabilir mi?” sorular1 olmustur. ilk
sorunun hedefi olarak da AKT sonrast T lenfosit
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proliferasyonundaki baskilanma seg¢ilmis, oOncelikli
olarak bu etkinin kan torbasi icinde baslayip
baslamadigt  sorgulanmistir. Bunun yaninda T
lenfositlerin canliliklar1 ve aktivasyon belirteci
ekspresyon diizeyleri de calismaya eklenmistir.
Boylece galismamiz, eritrosit siispansiyonlarini (ES)
elde etme siireci ve ES depolama kosullariyla; ES
icindeki T hiicrelerin proliferasyon, aktivasyon ve
canlilik diizeylerini iligkilendirerek TRIM fenomeni
hakkinda kaynak olusturacak bilgiyi iiretmek amaciyla
planlanmustir.

Gereg ve Yontem

Calismanuz, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
(BUUTF) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 2022-
16/70 numarali onaytyla gerceklestirilmistir.

Test orneklerinin elde edilmesi

Bu ¢alisma i¢in BUUTF Dr. Rasit DURUSOY Kan
Merkezi’nde ulusal bagisct se¢im kriterlerine uygun
ic (3) adet goniilli kan bagiscisindan aliman Ornek
kanlar1 ve kan bilesenleri kullanilmistir. Bagis¢ilarin
ticii de erkektir ve ikisinin yasi1 tiglincii dekatta, birinin
yast altinci dekattadir. Bagigcilardan dnce 2x10 mL
kan 6rnegi (EDTA’L tiip), sonra da bir {inite tam kan
bagist alinmistir (Reveos 3 component blood bag,
Terumo, Lakewood, CO, USA) (Sekil-1). EDTA’l1
orneklerin  birisi hemen, digeri 5 saat sonra
proliferasyon, canlilik ve aktivasyon testlerinde
kullanilmistir. Tam kanlar bes saat inkiibatorde (Niive,
Ankara, Tiirkiye) oda sicakliginda bekletilmistir.
Sonra steril tiip birlestirme sistemi (TSCD-T, Terumo)
yardimiyla transfer torbalara (Teruflex, Terumo) bir
adet 10-15 mL’lik test 6rnegi ayrilmis, 6rnek hemen
proliferasyon, canlilik ve aktivasyon testlerinde
kullamlmistir. Ornek ayrildiktan sonra tam otomatik
kan igleme sistemi yardimiyla (Reveos, Terumo)
bilesenlerine  ayrilmustir.  Elde  edilen ES’ler
depolanmak {izere kan saklama dolaplarina (ALS,
Angelantoni, Massa Martana, ITA) yerlestirilmistir.
Caligmamizda kan bagig¢ilarindan alinan iki adet
EDTA’ll kan 6rneginden, tam kan ve giinii gelen ES
torbalarindan almman &rneklerden yararlanilmistir
(Sekil-1a). Bagisgidan bagis Oncesi alinan 0 saat
Ornegi bagis Oncesi durumu belirlemek; oda
sicakliginda 5 saat bekletilen EDTA’lI ve tam kan
ornekleri arasindaki fark kan bagis silirecinin ve
torbadaki koruyucu soliisyonun etkisini degerlendir-
mek; tam kan 5 saat ile ES 0 giin 6rnekleri arasindaki
fark tam kandan bilesenlerin elde edilmesi asamasinda
sogukta (+4°C) yapilan santrifligasyonun etkisini
saptamak; 0, 7, 14, 21 ve 42 depolama giinii ES
ornekleri arasindaki farklar depolama siiresinin ve
kosullarinin etkisini gdstermek amaciyla ¢alismamiza
eklenmistir. Tam kan Orneklerinden bir tanesinde
sorun yasandig1 ve yerine yenisi konamadig i¢in bu
grup iki kiginin sonug¢larindan olugsmaktadir.
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Sekil 1:

Calisma Protokolii. (a) Test orneklerinin elde ve test
edilme algoritmast, (b) Lokositlerin ve CD3", CD3"
CD4" ve CD3" CD8 hiicreler icin AHO kapilama
stratejisinin representatif grafikleri, (c) CD3" CD4"
ve CD3" CDS8" hiicrelerin canlilik analizinin
representatif grafikleri, (d) CD3" CD4" ve CD3"
CDS" hiicrelerin proliferasyon analizinin
representatif grafikleri, (e) Aktivasyon belirteci
analizinin representatif grafikleri.

Canlilik analizi

Kan &rneklerinden dansite gradiyent yontemiyle Ficoll
1.077g/mL (Capricorn Scientific, Germany) MNH’ler
izole edildi. Elde edilen MNH’ler akim sitometri
tiiplerine 100’er pl eklendikten sonra iizerlerine
florokrom isaretli anti-CD3 FITC (Beckman Coulter,
USA) ve anti-CD4 APC (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) monoklonal antikor (mAb) eklendi. 40
dakikalik  inkiibasyondan  sonra 2mL  PBS
(Euroimmun, Germany) eklenerek 2000 rpm’de 5

dakikalik santrifiigasyonla (NF 800R, Niive) yikama
islemi yapildi. Ardindan 1pL Propidium Iodide (PI)
(BioLegend, San Diego, CA, USA) eklendi. 10 dakika
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
150 pL PBS icinde siispanse edilerek akan hiicre
dlcerde (AHO) (FACS ARIA III, BD Biosciences)
degerlendirildi (Sekil-1b, -1c).

Proliferasyon analizi

Proliferasyon testi canlilik diizeyi %20’den diisiik olan
orneklerde ¢alisiimadi. Caligilacak 6rneklerden dansite
gradiyent yontemiyle (Ficoll 1.077g/mL) MNH’ler
izole edildikten sonra hiicreler ImL cRPMI 1640 [L-
glutamin igeren RPMI 1640 (Biowest, France); %10
v/v FBS (Biowest); %1 v/v penisilin/streptomisin
(Biowest)] ile siispanse edildi. Thoma lamiyla
stispansiyondaki hiicre sayis1 belirlendi. Sonraki tim
islemler CFSE’nin 1s1ktan etkilenmemesi i¢in karanlik

ortamda gergeklestirildi. MNH’lere final
konsantrasyonu 1luM olacak sekilde
carboxyfluorescein  succinimidyl ester (CFSE)

(Biolegend, USA) eklendi. 15 dakikalik inkiibasyon
(Panasonic, MCO-170AC, PCH, Netherlands)
sonunda soguk cRPMI 1640 eklenerek 5 dakika daha
inkiibe edilen ornekler 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiigasyonla iki kez yikandi. Sonrasinda 2 mL
hacimde 2x10° MNH olacak sekilde cRPMI 1640 ile
stispanse edildi. Kiiltiir pleytinde 200 uL’lik unstimule
ve stimule kuyucuklar olusturuldu. Stimulasyon icin
kuyucuklara 10° hiicre bagma 1 pL olacak sekilde (2
uL) phytohemagglutinin (PHA) (Sigma, USA)
eklendi. Kiiltir pleytleri 96 saat boyunca 37°C
sicaklik ve %5 CO,’de inkiibasyonda bekletildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyulardaki hiicreler AHO
tiiplerine topland1. Uzerlerine 2 mL PBS eklendikten
sonra 2000 rpm’de 5 dakika santrifiigasyonla yikandi
ve 100uL PBS ile siispanse edildi. Siispansiyonun
iizerine florokrom isaretli anti-CD3 PE (Beckman
Coulter) ve anti-CD4 APC mAb (BD Biosciences)
eklendi. 40 dakikalik inkiibasyondan sonra 2mL PBS
eklenerek 2000 rpm’de 5 dakikalik santrifiigasyonla
yikama iglemi yapildi. Ardindan pellet 250 uL. PBS
icinde siispanse edilerek AHO’de degerlendirildi
(Sekil-1b, -1d).

Aktivasyon belirteglerinin degerlendirilmesi

Aktivasyon belirtegleri canlilik diizeyi %20°den diigiik
olan oOrneklerde c¢alisilmadi. Calisilacak Orneklerden
dansite gradiyent yontemiyle (Ficoll 1.077g/mL)
MNH’ler izole edildikten sonra Thoma laminda
sayilar1 belirlendi. Sifirinct saat aktivasyonu igin
RPMI ile 16 ve 72 saat aktivasyonlari i¢in cRPMI ile
1.10° MNH/mL’lik siispansiyonlar hazirland1. Stfirmnct
saatte aktivasyon belirtegleri AHO’de hemen
degerlendirilirken, 16 ve 72 saatler icin kiiltiir
pleytinde 200 puL’lik unstimule ve stimule kuyucuklar
olusturuldu. Stimulasyon i¢in kuyucuklara ikiser puL
PHA eklendi. Kiiltiir pleytleri 16 ve 72 saat boyunca
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37°C sicaklik ve %5 CO,’de inkiibasyonda bekletildi.
Inkiibasyonun sonunda ilgili kuyulardaki hiicreler
AHO tiiplerine toplandi. Uzerlerine 2 mL PBS
eklendikten sonra 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiigasyonla yikand1 ve 100uL PBS ile siispanse
edildi. Siispansiyonun iizerine florokrom isaretli anti-
CD25 APC, anti-CD69 PerCP ve anti-CD154 PE
mAb’lar (BD Biosciences) eklendi. 40 dakikalik
inkiilbasyondan sonra 2mL PBS eklenerek 2000
rpm’de 5 dakikalik santrifiigasyonla yikama islemi
yapildi. Ardindan pellet 250 pL PBS icinde siispanse
edilerek AHO’de degerlendirildi (Sekil-1e).

Biyoistatistiksel Analiz

PI ve CFSE sonuglarinin normalizasyonu igin,
EDTA’l1 0 saat 6rneklerinin diizeyleri “%100” kabul
edilmis ve diger Orneklerin diizeyleri bu diizeye
oranlanmigtir.  Aktivasyon belirtegleri igin  bu
hesaplama “%100” kabul edilen 0 saat 6rneklerinin
diizeyine gore 16 ve 72 saat drneklerinin diizeylerinin
oranlanmasiyla yapilmistir. Istatistiksel analizler hem
ham veriler hem de normalize veriler ile ayri ayri
yaptlmistir. Karsilagtirmali analizler i¢in One-way
ANOVA testinden, multi korelasyon analizi igin
Pearson R testinden yararlanilmistir. Korelasyon
analizinde normalize edilmis veriler kullanilmamustir.
0,05’den kiiciik p degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.

Bulgular

CD3", CD3°CD4" ve CD3"CD8 lenfositlerin
canliliginin bagis dncesi alinan 0 saat drnegine gore
EDTA’lT 5 saat, tam kan 5 saat ve ES 0 giin
orneklerinde azaldig1 belirlenmistir (Sekil-2a, 2c, 2e).
ES 0 giin orneklerine gore 7, 14 ve 21 giin
orneklerinde  azalma  gdzlenmezken, 42  giin
orneklerinde T lenfosit canliligt biiyiik oranda
azalmistir (Sekil-2a, 2c, 2e). Bagis¢ilar arasinda T
hiicre canlilig1 agisindan belirgin farkliliklar gézlense
de ES 7 giin Orneklerinden sonra hemen tim
bagiscilarm  CD3", CD3'CD4" ve CD3'CD8"
hiicrelerinin canliligi azalmistir (Sekil-2b, 2d, 2f).
Ancak istatistiksel bir anlamlilik saptanmamustir.

CD3*, CD3°CD4" ve CD3'CD8" lenfositlerin
proliferasyon analizinde, EDTA’]1 tiiplere alinan 0 ve
5 saatlik Ornekler arasinda belirgin bir fark
saptanmamustir. Proliferasyon kapasitesi tam kan
orneklerinde EDTA’ll orneklere belirgin bigcimde
azalirken; ES 0 giin drneklerinde tam kan orneklerine
gore artig gostermistir (Sekil-3a, 3c, 3e). Bu artig daha
cok CD3'CD4" hiicrelerde goriilmiistiir (Sekil-3b, 3d,
3f). Bagigeilardan bir tanesinde T hiicre canlilif1
%20’nin altina diistiigii icin ES 7 giin 6rneklerinden
itibaren sadece iki bagisc1 igin proliferasyon testi
calistlmistir. Bu bagis¢1 drneklerinden bir tanesinde 7
giin  Orneginde, digerinde 21 giin Orneginde
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proliferasyon tam anlamiyla baskilanmistir. Bagiscilar
arasinda T hiicrelerin proliferatif kapasitesi acisindan
belirgin farkliliklar goézlenmistir. Bir bagisciya ait
lenfositlerin  proliferasyon becerisi hemen tim
orneklerde  EDTA’li 0 saat Ornegine gore artis
gosterirken; diger iki bagiscinin hiicreleri ¢ogu
ornekte bu diizeyin altinda kalmstir (Sekil-3b, 3d, 3f).
Proliferasyon analizlerinde istatistiksel bir anlamlilik
saptanmamigtir.
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Sekil 2:

T hiicrelerin canlilik diizeyleri. (a) CD3+hiicrelerin
canlilik diizeyleri. (b) CD3+hiicrelerin normalize
edilmis canlilik diizeyleri, (c) CD3+CD4+hiicrelerin
canlilik diizeyleri, (d) CD3+CD4+hiicrelerin
normalize edilmis canlilik diizeyleri, (e)
CD3+CD8+hiicrelerin canlilik diizeyleri, (f)
CD3+CD8+hiicrelerin normalize edilmis canlilik
diizeyleri. TK: Tam Kan, ES: Eritrosit Stispansiyonu.

CD3", CD3'CD4" ve CD3°CD8" lenfositlerin
aktivasyon belirteci ekspresyon diizeyleri 0 ve 5 saat
EDTA’l tiiplerde, 5 saat tam kan 6rneginde ve 0 giin
ES orneginde belirlenebilmistir. Tim orneklerdeki
CD25, CD69 ve CD154 diizeyleri 0 saate gore 16 ve
72 saat kiiltlirlerinde artis gostermistir (Sekil-4a-f).
Sadece tam kan Orneginin 16 saatlik kiiltiiriinde
CD154 diizeyinde azalma saptanmistir (Sekil-4e).
Orneklerin  biiyiik bélimiinde CD25 ve CDI154
diizeyleri 16 saate gore 72 saat kiiltiirlerinde artarken,
CD69 diizeyleri 0 saat EDTA’l1 6rnek disinda kalan
orneklerde 72 saat kiiltiirlerinde azalma gostermistir
(Sekil-4d). Normalize edilmis sonuglara gore analiz
yapildiginda aktivasyon belirteci diizeylerinin 0 saat
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orneklerine gore 16 ve 72 saatlik kiiltiirlerde
diizeylerini artirdig1 belirlenmistir (Sekil-4b, 4d, 4f).
Ancak bir bagigcinin hiicrelerinin EDTA’lr 5 saat
orneginin 72 saatlik kiiltiiri disinda O saatlere gore
tim 6rneklerde, CD154 diizeyini yitirdigi gézlenmistir
(Sekil-4f). Istatistiksel olarak anlamli bir sonug
saptanmamuigtir.
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Sekil 3:

T hiicrelerin proliferasyon diizeyleri. (a)
CD3+hiicrelerin proliferasyon diizeyleri, (b)
CD3+hiicrelerin normalize edilmis proliferasyon
diizeyleri, (c) CD3+CD4+ hiicrelerin proliferasyon
diizeyleri, (d) CD3+CD4+hiicrelerin normalize
edilmig proliferasyon diizeyleri, (e)
CD3+CD8+hiicrelerin proliferasyon diizeyleri, (f)
CD3+CD8+hiicrelerin normalize edilmis
proliferasyon diizeyleri. TK: Tam Kan, ES: Eritrosit
Stispansiyonu.

ES 14 giin 6rneklerinde CD3" ve CD4" hiicrelerin
(p=0.020), ES 7 giin 6rneklerinde CD4" ve CD8"
hiicrelerin (p=0,003), ES 0 ve 42 giin 6rneklerinde
CDS" hiicrelerin (p=0,035) canlilik diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon saptanmustir (Sekil-5b). CD25 ile
CD69 arasinda ii¢ farklt ornekte pozitif korelasyon
bulunmustur. EDTA 0 saat Orneginin 16 saatlik
kiiltirinde (p=0,009), EDTA 5 saat Orneginin 72
saatlik kiiltiiriinde (p=0,019) ve ES 0 gilin 6rneginin
72 saatlik kiiltiriinde (p=0,030) bu iki belirteg
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (Sekil-5b).
Ayrica EDTA 0 saat ve ES 14 giin 6rneklerinde CD4"
hiicrelerin  (p=0,012) canlilik diizeyleri arasinda;
EDTA 0 saat &rneklerinde CD8" hiicrelerin canlihik

diizeyleri ile CD69 diizeyleri arasinda (p=0,022) ve
EDTA 5 saat 6rneginin 0 ve 72 saatlik kiiltiirlerinde
CD25 diizeyleri arasinda (p=0,036) negatif korelasyon
belirlenmistir (Sekil-5b).
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Sekil 4:

T hiicrelerin aktivasyon belirteci diizeyleri. (a) CD25
ekspresyon diizeyleri, (b) Normalize edilmis CD25
ekspresyon diizeyleri, (c) CD69 ekspresyon diizeyleri,
(d) Normalize edilmis CD69 ekspresyon diizeyleri, (e)
CD154 ekspresyon diizeyleri, (f) Normalize edilmig
CD154 ekspresyon diizeyleri. TK: Tam Kan, ES:
Eritrosit Siispansiyonu.

CD25 ES-072

Sekil 5:

Multi-korelasyon analizi sonuglari. (a) Tiim verinin
birbiriyle korelasyon analizi sonug grafigi, (b) Birbiri
ile iliskili olabilecek parametrelerin korelasyon
analizi sonug grafigi. Iliskilendirilen parametrelere ait
sonuglar beyaz kare ile CD25 EDTA-5/72 ornekleri
arasinda analiz yaptlamadig igin sonug¢ kutucugu [X]
ile isaretlenmigtir.

Tartisma ve Sonug¢

Bu giline kadar merkezimizde yiiriitilen TRIM ile
iligkili gesitli ¢alismalarin ilkinde AKT sonrasi alicida
meydana geldigi diislinlilen baz1 immiinolojik
degisikliklerin ~ kan  bileseni icinde  baslayip
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baglamadig1 incelenmistir. Bu c¢alismada ES iginde
kalan CD4" T hiicrelerin IFN-, salgilayanlarmin
depolama siirecinde diizeylerini kaybettigi, IL-4 ve IL-
5 salgilayanlarin diizeylerinin arttigi belirlenmistir®'.
Bu sonu¢ AKT alicisinda meydana geldigi diistiniilen
Th2 polarizasyonu ile uyumlu bir sonug olmustur'.
Bir diger calismanuzda ES icindeki CD4" ve CD8"
hiicre  sayllarma ve  CD4'/CD8"  oranina
odaklanilmistir®. Bu ¢alismamizda da ES igindeki
CD4" ve CDS8" hiicre sayilarin depolama siirecinde
azaldig1, ama CD4"/CD8" oraninn ise artiy gosterdigi
saptanmuistir. CD4" ve CDS8" hiicre sayilarindaki
azalma AKT sonrasi alicilarda saptanan azalma ile
uyumlu olsa da, CD4"/CD8" oraninda zit bir sonuca
ulagilmistir'>. Bu iki ¢alisma depolama kosullar1 ve
stiresinin  etkisini 6nce ES iginde gostermeye
basladigini diistindiirmiistiir. Bu nedenle, bu ¢aligmada
AKT alicisinda gelistigi varsayilan T lenfositlerin
proliferasyon becerilerindeki baskilanmanm' ES
icinde baglayip baglamadigi arastirilmistir.  Ayni
zamanda T lenfositlerin canlilik ve aktivasyon
diizeyleri de incelenmistir.

Calismamizda ES i¢indeki lenfositlerin canliliklarini
42. depolama gilininde neredeyse tamamen
kaybettikleri saptanmistir (Sekil-2). Kan
bagiscisindaki canlilik diizeyine gore (EDTA-0) diger
giinlerde kiigiik dalgalanmalar saptansa da, 42. giinde
saptanan azalma dramatiktir. Saglikli kisilerden
almmis kanlardan izole edilmis ve sogukta (+4°C)
bekletilmis MNH’ler igindeki T hiicre canliliginin
saatler ve giinler i¢inde azaldigi bazi calismalarla
gésterilmistir23’24. Calismamizda bu etkinin baskin
olarak 42 giin sonra goriilmesi ES igindeki ek
solisyonun (SAG-M) koruyucu etkisi olarak
degerlendirilmistir. Ayrica calismamizda bagigeilar
arasinda da belirgin farkliliklar saptanmistir. Altinci
dekattaki bagiscinin hiicreleri bagig¢inin dolagimindan
ayrildiktan sonra kararli bigimde canliliklarini
yitirirken, diger iki bagis¢inin hiicreleri belirgin
canlilik kayiplarim 21. giinden sonra yasamistir
(Sekil-2b, 2d, 2f). Bu da hiicre canlilig1 ile bagise1 yast
arasinda iligki olabilecegini diigiindiirmiistir.

Calismamizda ES icindeki lenfositlerin proliferasyon
becerilerini 21. depolama gilinlinde kaybettikleri
saptanmistir (Sekil-3). 11k olarak tam kan &rneklerinde
belirgin bir baskilanma saptanmigtir. Sifirmer giin ES
orneklerinde proliferasyon yetenegi biiyiik dl¢iide geri
kazanilsa da 21 giin sonunda tamamen yok olmustur.
Soguga daha duyarli hiicrelerin tam  kan
santrifiigasyonu sirasinda en basta Olmesinin bu
sonucun nedeni oldugu disiiniilmiistir. Bu sonug
santrifiigasyon sonrasi canli kalan hiicrelerin kisa bir
stireligine prolifere olabildikleri, ama depolama kosul
ve siiresinin etkisiyle bu 6zelliklerini kaybetme
egiliminde  olduklar1  seklinde  yorumlanmustir.
Bagiscilar arasinda proliferasyon agisindan da
farkliliklar oldugu gozlemlenmistir (Sekil-3b, 3d, 31).
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Altinct dekattaki bagis¢inin hiicreleri ES’lerin 0. giin
orneklerinde proliferasyon yetenegini kaybederken,
diger iki bagis¢ida baskilanma 14 ve 21 depolama
giinlerinde gergeklesmistir. ES’lerde saptadigimiz bu
baskilanmanin ¢esitli nedenleri olabilir. Apoptoza
ugrayan notrofillerden agiga c¢ikan ekstraseliiler
vezikiillerin  (EV) T  hiicre proliferasyonunu
baskiladigi bilinmektedir”. ES iginde ilk depolama
giinlerinde apoptoza giden nétrofillerden agiga ¢ikan
EV’lerin rolii olabilir. Kan bileseni siipernataninin
TGF-f araciligiyla T  hiicre  proliferasyonunu
baskiladigi bildirilmistir®®. Uriin siipernatam kendi T
hiicrelerini de baskiliyor olabilir. Uzun siire
depolanmus eritrositlerin CD4, CD8 proliferasyonunu
baskiladigi, baskilanmanin taze ve depolanmamig
eritrositler ~ ile  goriilmedigi  bildirilmistir'.
Eritrositlerin  temas aracili  olarak T  hiicre
proliferasyonunu ve mitojenlere yanitini baskiladigi
farkli iki ¢alisma ile gosterilmistir’”®. Uriin igindeki
baskilamanin nedeni bagis¢inin kendi eritrositleri de
olabilir ¢linkii temas aracili baskilama otolog
eritrositlerle de meydana gelmistir™. Baskilayic
fenotipin depolama siirecinde kazanildigi,
baskilamanin eritrosit dozuna ve depolama siiresine
bagl olarak arttigi bildirilmistir™®. Ek olarak kan
bileseni i¢indeki T lenfositlerinin mixed lymphocyte
reactivity (MLR) becerisini 4°C’da, 4 gilinde geri

doniissiiz sekilde  kaybettigi  gdsterilmistir™.
Bulgularimiz ve bu c¢alismalarin sonuglari, AKT
sonrast alictda T  lenfosit proliferasyonunun

baskilanmasina, neden olan faktorlerin etkilerini 6nce
ES igerisinde gosterdigini diisiindiirmektedir. ES icine
baslayan, canlilik ve proliferasyon yetenegi kaybi,
allojeneik T lenfositlerin ya TRIM gelisimine
katilmadiklarin1 ya da taze olanlarin bu etkide rol
oynayabilecegini  disiindiirmektedir. Bu nedenle
TRIM gelisiminde daha ¢ok kan bileseni icindeki
diger  faktorlerin rol  oynadigm  diislinmek
mimkiindiir. T lenfositler {izerindeki baskilayici bu
etkiyi meydana getirebilecek siipernatanda biriken
BYD-iM’ler, EV’ler, ¢oziiniir peptitler ve eritrositler
gibi faktorler ayni etkiyi AKT sonrasi hastada da
olusturabilirler. Ozellikle eritrositlerin depolama
stirecinde kazandig1r baskilayic1 6zellik, uzun siire
depolanmis ES’lerle TRIM arasindaki iligkisinin
nedenlerinden olabilir’® .

Aktivasyon belirteci diizeyleri (CD25, CD69, CD154)
EDTA-0, EDTA-5, TK-5 ve ES-0 oOrneklerinde
sifirinc1  saatlere gore 16 ve 72 saatlerde artis
gostermigtir. Bu sonu¢ T hiicrelerin kan torbasi
icindeki eritrositlerin ~ baskilayici etkisinden
kurtulduklarinda aktive olabildiklerini diisiindiirmek-
tedir. Yapilan bir calismada CD4" T hiicrelerin
uyarildiklarinda CD25 ve CD69 ekspresyonlariin
arttigl; aymt T hiicrelerin eritrositlerle es-kiiltiirii
yapildiginda ayni aktivasyon belirteci diizeylerinin
azaldigr gosterilmistir’®. Bu sonuca T hiicrelerle
eritrositlerin  dogrudan temaslarmin  yol acgtig1
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gosterilmis ve baskilamanin reaktif oksijen iiriinlerinin
diizeyiyle (reactive oxygen species; ROS) iliskili
oldugu bildirilmistir’®.  Calismanuzda  saptanan
sonuglar da bu durumla iliskili olabilir. EDTA-0,
EDTA-5, TK-5 ve ES-0 o6rnekleri icinde eritrositlerle
temas halinde olan T hiicrelerin sifirinc1 saat
aktivasyon belirteci diizeylerinin diigiikk olmasi ve
MNH kiiltiir ortaminda uyarildiktan sonraki 16 ve 72
saatlerde diizeylerinin artis egilimi  gdstermesi
eritrositlerin baskilayici 6zelliklerinin sonucu olabilir.
Ayrica korelasyon analizi sonucunda CD25 ile CD69
ekspresyonunun  paralellik  gosterdigi, CD154
ekspresyonu  ile  korelasyonlarmin  olmadig1
goriilmiistiir. CD154 ekspresyon artislarinin 0 saatlere
gore 16 ve 72 saatlerde CD25 ve CD69’daki kadar
olmamasi da eritrosit temasindan sonra uyarima
digerleri kadar iyi yanit vermedigini diistiindiirmiistiir.

Bunlara ek olarak sonuglarimiz yas faktoriinin de
TRIM gelisiminde etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Hiicre canlilifi, proliferasyon
becerisi ve aktive olma kapasitesi agisindan altinci
dekattaki bagisci ile diger iki bagige1 arasinda belirgin
bir farklilik gézlemlenmistir. Bagisc1 yasi kadar, AKT
alicisinin yas1 da bunda etkili olabilir. Ancak bu
goriisii tartisabilmek igin yeterli sayida bagisci ve alici
ile yapilacak calismaya ihtiyag vardir.

Sonu¢ olarak ES depolama siiresi ve kosullarinin
etkisiyle {irin i¢indeki T lenfositlerin canlilifi ve
proliferasyon becerileri azalmaktadir. Bu da allojeneik
T lenfositlerin TRIM gelisimiyle iligkilerinin diisiik
olasiliklt oldugunu diigiindiirmektedir. T lenfosit
aktivasyon kapasitelerinin eritrositlerden uzaklasinca
artmig gostermesi TRIM-eritrosit iligkisinin daha iyi
degerlendirilmesi gerektiginin isareti olabilir. Ek
olarak TRIM ¢alismalarinda 6rneklem gruplarinin
donor ve hasta yasi gibi demografik parametreleri de
degerlendirecek sekilde yapilandirilmasinda yarar
vardir.
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