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OZET

Bu calismanin amact, iki farkli hiicre ayirici Cobe Spectra ve CS3000 Plus cihazlariyla toplanan trombosit suspansiyonlarinin optimal
sartlarda saklanarak, 0. ve 3. glnlerdeki in vitro aktivasyon markirlarini (trombosit membran yiizey glikoprotein ekspresyonlari) akim
sitometrik yontemle bakarak, degisik cihazlarda hazirlanan trombosit suspansiyonlarini karsilastirmak, saklama zamani ile trombosit
aktivasyonu arasindaki iliskiyi saptamaktir. Calismamiz, Aferez Unitesi’ne basvuran, aferez sartlarini tastyan, ilk kez trombosit dondrii
olarak isleme alinan, yaslari 20-49 arasinda degisen 5°i kadin, 45’i erkek (yas ortalamasi 33.4%8.7) olmak uzere, toplam 50 donor ile
gergeklestirildi. Orneklerden 0. giinde bekletmeden oda isisinda, ajitatorde bekleterek 3. giinde olmak Uzere iki kez, akim sitometrik
yontemle in vitro trombosit aktivasyon markirlari degerlendirildi. ki farkli hiicre ayiricida da depolamanin 3. giiniinde CD62 ve CD63
ekspresyonu yuzdesi yiksek bulundu.

Anahtar Kelimeler: Trombosit Aktivasyonu. Hicre Ayirici. AKim Sitometri.
Flow Cytometric Analysis Of In Vitro Activation Markers Of Platelets Collected With Two Different Cell Separators

ABSTRACT

The aim of this study was to compare in vitro activation markers of platelets collected with two different cell separators (Cobe Spectra and
CS3000 plus) analysed by flow cytometry on day 0 and 3, to determine the relationship between platelet activation and storage time. 50
donor (5 women 45 men) aged between 20-49 (median age 33.4+8.7) who were good candidate for apheresis and who admitted to aphere-
sis for the first time were selected for the study. The platelet activation markers of collections were assessed on day 0 and on day 3 by flow
cytometry. The 0. day analysis was performed without time delay as soon as the concentrate was collected and 3. day analysis was per-
formed on the product which was stored on ajitator. CD62 and CD63 expression percentage were high on the third day of storage in both
collections of two cell separators Cobe Spectra and CS3000 plus.

Key Words: Platelet Activation. Cell Separators. Flow Cytometri.

Trombosit saklanmasi sirasinda gelisen olaylar dizi-
sinden  trombosit  aktivasyonunun ya  da
stimilasyonunun sorumlu oldugu ¢alismalarla goste-
rilmistir®. Trombositler, fiziksel veya kimyasal
uyarilarla uyarildiginda biyokimyasal ve morfolojik

degisikliklere ugramakta ve bu reaksiyonlar zinciri
“trombosit aktivasyonu” olarak adlandiriimaktadir®.
Prostoglandin E;, teofilin gibi trombosit aktivasyon
inhibitorleri, in vitro ortamlara konuldugunda,
trom?gsit aktivasyonlarinda gerileme tespit edilmek-
tedir™.

Trombosit aktivasyonu sirasinda hiicre yiizeyinde
degisiklikler ortaya c¢ikar. Membran reseptorlerine
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once agonistler baglanarak aktivasyon olayini bas-
latmaktadirlar®. Trombin, kollajen gibi fizyolojik
agonistlerle aktivasyon sonrasinda trombositler spesi-
fik vyapi kazanirlar ve o-granillerinden B-
tromboglobulin - salininimiyla es zamanli olarak
trombosit  yilizeyinde  P-selektin  (Glikoprotein
140=PADGEM proteini=CD62) ekspresyonu da
baglar’®. P-selektin stimile olmus trombositlerin
nétrofil, monosit ve endotelyal hiicrelere baglanma-
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sinda rol alan selektin ailesinden bir adezyon mole-
kialudir. Trombositler yizeylerinde P-selektin eks-
prese ettiklerinde, retikiiloendotelyal  sistemin
makrofaj ve monositleri tarafindan dolasimdan te-

mizlenmektedirler®°,

Yapilan calismalarla; trombosit konsantreleri uygun
kosullarda saklandiginda, saklama zamani ile uyumlu
olarak trombosit morfolojilerinde degisiklikler olus-
tugu saptanmistir’. Saklanan trombosit siispansiyon-
larinda trombosit ylzeyinde goézlenen P-selektin
ekspresyonu artigt da hicrenin canliligini yitirmesi
ile birliktedir'®*,

Saklanan trombositlerde transfiize edilmeden once
akim sitometri cihaz! ile trombosit ylizey ekspresyon-
lar1 saptanabilir. Degisik yontemlerle aktivasyonun
direkt kanitlarinin elde edilmesi miimkun olabilmek-
tedir**®®. Akim sitometrik yéntem ile trombositlerin
ylzey glikoprotein antijen ekspresyonlari tayin edile-
rek; fonksiyonlari, aktive olup olmadiklari, depolama
kosullarinin saglanip saglanmadigi belirlenebilmek-
tedir. Akim sitometrik yontem, saklanan trombosit
konsantrelerinin kalite kontrollerinin yapilmasi igin
kullanilabileceginden, diger yontemlere gore daha
giivenilir olarak kabul edilmektedir'®**,

Saklanmalari sirasinda trombosit fonksiyonlarinin
durumu tam bilinmemekle birlikte, laktat birikiminin
trombositin metabolik aktivitesine engel olusturdugu
genel olarak kabul edilen bir goérustir. Saklanan
trombositlerin, trombosit konsantresi olarak hazir-
lanmalari ve islenmeleri sirasinda aktive olduklarina
dair kanitlar mevcuttur. Bunlar trombositler (zerin-
deki yizey glikoproteinlerindeki degisikliklerle agik-
lanabilir.  Trombosit konsantreleri hazirlanirken
trombosit aktivasyon inhibitorleri kullanildiginda
trombositlerin fonksiyon ve butunliklerini daha iyi
koruduklari saptanmistir. Normalde uzun sureli depo-
lanmalari sirasinda trombositlerin ylizey
glikoproteini Ib’nin duzeyi azalmaktadir. Ancak
ortamda aktivasyon inhibitdrleri varken glikopotein
Ib’nin diizeyi iyi bir sekilde korunmaktadir?,

Aferez trombositlerinin uygun sartlar saglandiginda
kabul edilebilir bir in vivo viabilite ile 5 giin depola-
nabildigi bildirilmistir. Bunun igin ideal 1sinin strdu-
rulmesi, ajitasyon uygulanmasi ve uygun plastik
torbalarda depolama gereklidir™®.

Bu calisma, iki farkl hicre ayirici (Cobe Spectra ve
CS3000 Plus) tarafindan toplanan trombosit siispan-
siyonlarinin 0. ve 3. ginlerdeki in vitro aktivasyon
markirlarini akim sitometrik yontemle bakarak, degi-
sik cihazlarda hazirlanan trombosit stispansiyonlarini
karsilastirmak ve saklama zamani ile trombosit akti-
vasyonu arasindaki iliskiyi saptamak amaciyla plan-
lanmistir. Ayni zamanda mevcut saklama torbalariyla
oda IsisI ve linear ajitator ile optimal depolama ko-
sullarinin saglanip, saglanamayacagl da degerlendi-
rilmistir.
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Gereg ve Yontem

Calismaya, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi, ic
Hastaliklari Ana Bilim Dali, Hematoloji Bilim Dall,
Aferez Unitesi’ne basvuran, aferez sartlari tasiyan,
ilk kez trombosit donéri olan, yaslari 20 ile 49 ara-
sinda degisen, 5’i kadin, 45’i erkek toplam 50 olgu
alindi. Tromboferez isleminde Cobe Spectra ve
CS3000 Plus cihazlari kullanildi. Olgular randomize
edilerek 25 dondrden Cobe Spectra (version 4.0), 25
dondrden de CS-3000 Plus hiicre ayirict ile
trombositler ayrildi. Trombosit stispansiyonlarindan
ornekler PL-3014 polyolefin plastik trombosit sakla-
ma torbalarina alind.

Trombosit stspansiyonlarinda lokosit ve trombosit
sayimi islemden hemen sonra (Coulter Max M oto-
matik hicre sayicl ile, yiksek trombosit degerlerinde
dilisyonlar yapilarak) degerlendirildi. Ayni 6rnek
trombosit slispansiyonu, oda Isisinda 22°C de ajitator
lizerinde dakikada 60 rotasyonla 3 giin bekletildi. Bu
amacla, Linear ajitator (Melco, Linear Platelet
Reciprocator, model LPR -3A) kullanildi.

Trombositler aferez isleminin bitiminden hemen
sonra hi¢c bekletilmeden (0. Gun) immunoloji
laboratuvarina ulastirildi. Orneklerde trombosit akti-
vasyonu hem 0. giin hem de 3. giinde saklama sonra-
st, monoklonal antikor isaretleme teknigi ile akim
sitometride incelendi.

Aferezle ayrilan trombosit konsantrelerinden hazirla-
nan ornek, immdinoloji laboratuvarinda bekletilme-
den calismaya alindi. Ornek hazirlanmasi sirasinda
trombosit aktivasyonuna neden olan yikama, Kkaris-
tirma, santrifiij islemleri yapiimadi®®. Ornekler bekle-
tilmeden calisildigi icin paraformaldehit ile tespit
edilmedi. Trombosit kiimelesmesini en aza indirmek
ve calisma konsantrasyonunu saglamak igin
dilusyonlar yapildi. Dilisyonlar igin Thyrod’s buffer
kullanildi. Thyrod’s buffer: 137 mM NacCl, 2.8 mM
KCI, 1 mM MgCl, 12mM NaHCo;, 0.4mM
Na,HPO,, %0.35 bovine serum albiimin, 10mM
HEPES, 5.5 mM glukoz, pH: 7.4 olacak sekilde ha-
zirlandi®"°,

Calismada kullanilan tiim soliisyonlar 0.22 mikron-
luk filtreden gecirilerek hazirlandi. Her monoklonal
antikor icin ayri ayri hazirlanan polipropilen tuplere
100.000/uL trombosit stispansiyonundan 100 upL
konuldu. Uzerine Immunotech-Coulter firmasindan
temin edilmis FITC ile konjlige;

* CD41(GPIIb) (IM 0649 FITC 100 T) COULTER

* CD62P(P-selektin) (IM 1164 FITC 100 T)
COULTER

* CD63(Lizozomal protein) (IM 1165 FITC 100 T)
COULTER
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monoklonal antikorlar ve immunglobulin G; izotipik
kontrolden 10 uL ilave edildi. 15 dakika, oda Isisin-
da, karanlikta enkiibe edildi. Enkiibasyondan sonra
0.5ml Thyrod’s buffer ilave edilerek akim sitometri
(EPICS-XL-COULTER) cihazinda hemen degerlen-
dirme yapildi.

Kullanilan akim sitometri, 200 mW gucinde, 15 mW
argon iyon laseri ile calismaktaydi. 525nm.deki FITC
floresans filtresinden gegirilerek 6rnekler degerlendi-
rildi.

Trombositler light scatter (1stk sacilim) paternlerine
gore idantifiye edildi. Forward scatter (6ne sacilim
parametresi; hicrelerin boyutu hakkinda bilgi veren
parametre) ve side scatter (yana sagilim parametresi;
hicrelerin grandl icerigi hakkinda bilgi veren para-
metre) dahil tim parametreler logoritmik modda
dizenlendi. CD41 (GPlIb) trombosit spesifik
monoklonal antikor olarak kullanildi. LFS/LSS
histograminda trombosit olduklari diistintlen bélgeye
kapi alindiktan sonra CD41(GPlIb) pozitiflik yiizdesi
ile alinan kapmin uygunlugu tespit edildi. Tespit
edilen kapida %90-98 oraninda trombositlerin bu-
lunmasina 6zen gosterildi. In vitro trombosit aktivas-
yonunu belirlemek icin CD62 (P-selektin) ve CD63
(lizozomal protein) monoklonal antikorlari kullanildi.
Sonuglar, antikor pozitif trombosit yuzdesi olarak
verildi.

Butlin sonuclar ortalama * standart sapma olarak
ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda t testi,
grup ici karsilastirmalarda ise eslestirilmis t testi ve
kategorik verilerin karsilastirmalarinda da Fisher’in
kesin ki-kare testi kullanildi. Ortalamalar arasindaki
farkin istatistiksel analizi student’s t testi kullanilarak
yapildi.

Bulgular

Calisma, aferez Unitesine basvuran ilk kez trombosit
dondrl olan, donér sartlari tasiyan 5°i kadin, 45’
erkek toplam 50 donér ile yapildi. 2’si kadin, 23’0
erkek olmak (izere, 25 dondrden Cobe Spectra ile,
3’0 kadin 23’0 erkek olmak zere 25 dondrden de
CS3000 Plus hiicre ayirici ile trombositler ayrildi.

Cobe Spectra ile ayrilan dondrlerin yaslari 20-46
arasinda degismekte olup, yas ortalamalari 32.8+7.8,
CS3000 Plus grubundaki donérlerin yaslari 20-49
arasinda degismekte olup, yas ortalamalari 34.0+9.6
idi. Her iki grubun yas ortalamalar arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli fark yoktu (Tablo I).

Cobe Spectra ile toplanan slspansiyonlarda CD62
ortalama ekspresyon degeri, 0. ve 3.ginlerde sirasi
ile %23.4+15.2 ve %70.5+16.3 olarak saptandi.
CS3000 Plus igin ayni degerler %17.6+13.4 ve
%67.8+20.9 bulundu (Tablo V, IX). Ortalamalar

Cobe Spectra grubunda 0. ginde %0.2-%47.3, 3.
giinde %39.8-%92.4 araliginda tesbit edildi. CS3000
Plus icin ayni degerler 0. gunde %9-%45.3 ve 3.
giinde %30.6-%94.5 araliginda saptandi. Depolama-
nin 3. giiniinde CD62 ekspresyonunda her iki cihazda
da anlamh farklilik saptandi (p<0.0001) (Tablo 1X).

Cobe Spectra ile toplanan slspansiyonlarda CD62
ekspresyonu 0. ve 3 ginler % artis farki ortalama
degeri %48.5+£19.0 olarak saptandi. CS3000 Plus igin
bu deger %50.9 bulundu. Her iki cihazda da CD62 0.
ve 3.gin % artis farki ortalama degerinde anlamh
farklilik saptanmadi.

Cobe Spectra ile toplanan slspansiyonlarda CD63
ortalama ekspresyon degeri 0. ve 3. glnlerde
%11.4+11.4 ve %43.5+22.1 olarak saptandi. CS3000
Plus icin ise sirasiyla %10.548.7 ve %38.9+23.2
degerleri teshit edildi (Tablo VI, IX). Ortalamalar
Cobe Spectra grubunda 0. giinde %0-%43.5, 3. giinde
%8.8-%81.8 araliginda bulundu. CS3000 Plus igin
ayni degerler 0. ginde %6-%30.9, 3. ginde %6.1-
%86.7 araliginda bulundu. Depolamanin 3. guniinde
CD63 ekspresyonunda her iki cihazda da anlaml
farklilik saptandi (p<0.0001) (Tablo [X). Cobe
Spectra ile toplanan slspansiyonlarda CD63 ekspres-
yonu 0. ve 3. gunler % artis farklari ortalama degeri
%32.5+21.4 olarak saptandi. CS3000 Plus icin bu
deger %28.8+21.5 bulundu. Bu bakimdan da her iki
cihaz arasinda anlamli farkhhk saptanmadi (Tablo
1X).

CDA41 ortalama ekspresyon degerleri Cobe Spectra
ile toplanan suspansiyonlarda 0. ve 3. glnlerde sira-
siyla %97.0+4.6 ve %97.3+3.9 olarak gozlendi.
CS3000 Plus igin ayni glnlerde saptanan degerler
9098.7+2.2 ve %98.3+2.8 bulundu (Tablo 1V). Her
iki cihazda toplanan suspansiyonlarda CD41 eks-
presyonlari arasinda farklilik saptanmadi (Tablo 1X).

Ortalama lokosit konsantrasyonlari Cobe Spectra ile
toplanan siispansiyonlarda  0.32+0.15x10%/uL,
CS3000 Plus ile ayrilan driinde ise 0.15+0.16x10%/uL
olarak belirlendi. Her iki cihazda toplanan siispansi-
yonlarda lékosit konsantrasyonlari arasinda anlamli
farklilik gézlenmedi (Tablo X).

Siispansiyonlardaki 16kosit konsantrasyonlari ile
CD62 ve CD63 % ekspresyon farklari arasinda kore-
lasyon saptanmadi (Tablo VII, VIII). Dolayisi ile her
iki cihaz in vitro aktivasyon markirlari yoniinden
benzer bulundu. Toplanan trombosit konsantresinde
Uriin trombosit degerleri Cobe Spectra ile elde edilen
iiriinde ortalama olarak 8.60+1.65x10"*, CS3000 Plus
ile elde edilen Uriinde 8.50+3.04x10" olarak belir-
lendi (Tablo II, Ill, X). Her iki cihazda toplanan
stispansiyonlarin  0riin trombosit sayilari arasinda
anlamh farklhlik saptanmadi (Tablo X).
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Tablo I- Dondrlerin Cobe Spectra ve CS3000 Plus  Tablo I1V- Cobe Spectra ve CS3000 Plus gruplarinda

gruplarinda cinsiyet ve yas ortalamalarina Urlndeki  trombosit spesifik markirin
gore dagihimi. (CDA41) % ekspresyon degerleri
COBE SPECTRA | CS3000 PLUS | Anlamlilik COBE SPECTRA CS3000 PLUS
Kadin/Erkek orani 2/23 3/22 p>0,05 [) .
Yas ortalamasi 32.8+7.8 34.049.6 p>0,05 b4 A]Dil(GS;F?iESYON CD41 % EKSPRESYON DEGERI
Dongr 0.gtin [ 3.gtin [ Farklar DO”F” 0.gtin|3.gln| Farklar
Tablo I11- Cobe Spectra grubundaki dondrlerin yas, No: No:
ins, Uriindeki trombosit ve 16kosit sayilari L 978 1836 1142 L} %80 1997 117
cIns, drun 2 80.0 [90.0 [100 [|2__ |94 [99.4 [3.0
Donér Adi vas | Cins Urtindeki Urtindeki 3 92.8 [93.0 [0.2 3 100.0[99.9 [-0.1
no Soyadi Trombosit sayisi | Lékosit sayis! 4 99.4 (98.2 |-1.2 4 99.1 1964 |[-2.7
1 YT 31 |E 7.16 X101 0.10 X 103 /1L 5 98.4 [99.8 |14 5 100.0(87.1 [-12.9
2 Ki 36 |E 7.36 X 10 11 0.31 X103 /1L 6 995 [97.8 |17 6 99.7 [99.0 0.7
3 HS 23 |E 744X 101 0.58 X 10 3 /IL 7 995 (981 [-14 [[7 99.9 [99.6 0.3
4 HK 28 |E 6,91 X 10 11 0.38 X 103 /1L 8 99.8 [99.8 [0 8 99.8 [99.9 0.1
5 YT 45 |E 11.20 X10 1t 0.56 X 10 3 /L 9 99.3 [99.9 [0.6 9 99.9 995 [-0.4
6 oC 30 |E 7.00 X 10 12 0.40 X 103 /IL 10 99.8 [99.6 [-0.2 10 [99.7 [945 [-5.2
7 NT 41 |E 6.00 X 10 11 0.40 X 103 /1L 11 99.6 [99.2 [-0.4 11 [99.8 [99.1 [-0.7
8 iK 32 |E 7.98 X 10 1t 0.30 X 103 /L 12 99.4 [99.7 0.3 12 [98.8 [95.6 |-3.2
9 K 43 |E 10.00 X 10 11 0.10 X 103 /1L 13 98.7 [97.6 |-1.1 13 [99.8 [99.2 [-0.6
10 YD 33 |E 9,66 X 10 11 0.40 X 103 /1L 14 91.2 [99.3 [8.1 14 [99.4 [96.1 [-3.3
11 MP 25 |E 855 X 10 11 0.10 X 10 3/IL 15 995 [99.2 [-0.3 15  [96.1 [99.0 [2.9
12 KC 31 |E 10.50 X 10 11 0.10 X 103 /1L 16 100.0(98.8 |-1.2 16 [99.6 [98.7 [-0.9
13 RO 23 |E 842X 101 0.38 X 103 /IL 17 99.6 [99.2 [-0.4 17 [99.7 [100.0]0.3
14 NY 45 |E 936 X 1011 0.56 X 103 /IL 18 98.3 [91.6 [6.7 18 [99.6 [99.9 [0.3
15 MY 22 |E 7.72X101 0.40 X 103 /1L 19 99.3 [96.0 [-3.3 19  [100.0{99.4 [-0.6
16 MC 30 [K 7.50 X 10.11 0.31 X 103 /1L 20 96.6 [98.7 2.1 20 [99.7 [98.9 [-0.8
17 AD 36 |E 7.00 X 10 11 0.58 X 103 /1L 21 995 [98.9 [0.6 21 [99.1 [99.8 [0.7
18 SG 31 |E 7.18X 101 0.40 X 103 /1L 22 90.7 [99.7 [9.0 22 [96.6 [99.0 2.4
19 AN 20 |[K 13.04 X 10 1 0.10 X 10 3/IL 23 984 [97.4 [-1.0 23 [99.7 [100.0{0.3
20 AC 40 |E 10.44 X 10 11 0.30 X 103 /1L 24 92.0 [99.6 [7.6 24 [93.0 [99.0 [6.0
21 TG 26 |E 998X 1011 0.40 X 103 /IL 25 97.0 [97.6 [0.6 25 [91.9 [99.9 [8.0
22 EO 26 |E 9.69.X 10 11 0.30 X 103 /IL
23 MT 3B |E 8.56 X 10 11 0.30 X 103 /L
2 RK 6 |E 852 X 1011 0.10 X 103 /iL Tablo V- Cobe Spectra ve CS3000 Plus gruplarinda
25 RT 40 [ J772x 101 0.30 X 10 3 /IL Urundeki trombosit yuzey glikoprotein
(CD62) % ekspresyonlari
Tablo I11- CS3000 Plus grubundaki dondrlerin yas, COBE SPECTRA €S3000 PLUS
cins, Urlindeki trombosit ve 16kosit sayilar CD62 % EKSPRESYON DEGERI | CD62 % EKSPRESYON DEGERI
Donér Adi ) Urtindeki Urtindeki Donor ; ; Donér . .
no Soyad Yas | Cins Trombosit sayisi | Lokosit saytsi NO: 0.gun | 3.gun | Farklar NoO: 0.gtin | 3.gun | Farklar
1 EB 27 |K 12.60 X 10 1 0.50 X 103 /IL 1 316 [463 [147 1 136 | 945 |80.9
2 HK 24 |E 6.37 X 1011 0.10 X 10 3/IL 2 135 [431 [296 2 45 |[732 687
3 NS 46 |E 6.98 X 10 11 0.10 X 103 /IL 3 152 [398 [246 3 09 |[833 824
4 FS 42 K 13.64 X 10 1 0X103/1L 4 29.9 |426 [127 4 39.2 [70.3 311
5 ST 22 |E 9.88 X 10 11 0.10 X 103 /1L 5 118 695 [577 5 81 |[881 [80.0
6 CC 21 |E 6.94 X 1011 0.10 X 103 /IL 6 47 [855 808 6 128 |63.3 |505
7 ZC 32 |E 591X 101 0X103/1L 7 16.2 |91.0 |[748 7 143 | 798 | 655
8 GO 3B |E 7.66 X 10 1 0.40 X 103 /1L 8 02 |701 [69.9 8 172 | 700 |62.8
9 CC 4 |E 11.00 X 10 1 0.02 X 103 /1L 9 380 [89.7 [517 9 13 |66.6 |653
10 OB 34 |K 12.00 X 10 1 0X103/1L 10 433 819 [386 10 236 |49.4 |258
11 DM 42 |E 14.88 X 10 1 0.10. X 103 /1L 11 430 759 [329 11 453 [89.3 |44.0
12 AB 30 |E 818X 101 0.13 X 103 /1L 12 33 |747 [714 12 225 [341 [116
13 SD 25 |E 554 X 10 11 0.05 X 103 /1L 13 317 |67.7 [36.0 13 435 [92.8 [493
14 TA 32 |E 837X 101 0X103/1L 14 127 |673 |54.6 14 |22 376 [354
15 AB 38 |E 359X 101 0.05 X 103 /1L 15 433 |87.2 [439 15 291 [411 120
16 TA 26 |E 2.85 X 1011 0X103/1L 16 462 |728 |[366 16 6.1 |[314 |253
17 oY 30 |E 978X 1011 0.10 X 103 /IL 17 473 [924 451 17 27 |914 [887
18 SD 48 |E 428X 101 0.40 X 103 /1L 18 420 877 [457 18 6.0 |87.9 |8L9
19 KC 41 |E 9.46 X 10 11 0.40 X 103 /1L 19 161 759 [598 19 349 [531 [182
20 FU 45 |E 910X 101 0.10 X 10 3/IL 20 110 [854 |744 20 274 [57.7 303
21 OK 48 |E 838X 1011 0.40 X 103 /1L 21 228 598 [37.0 21 137 |30.6 |26.9
22 AK 49 |E 7.03 X101 0.10 X 103 /IL 22 25 [766 [741 22 165 |68.0 |515
23 SD 20 |E 6.66 X 10 11 0.10 X 10 3/IL 23 48 455 [407 23 95 [89.0 [795
24 0G 21 |E 11.22 X 10 0.30 X 103 /1L 24 6.1 |666 |[605 24 131 |68.0 |54.9
25 AD 29 |E 1.01 X 10 0.40 X 103 /1L 25 230 [67.7 [447 25 310 834 [524
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Tablo VI- Cobe Spectra ve CS3000 Plus gruplarinda
Urlndeki trombosit ylizey glikoprotein
(CD63) % ekspresyonlari

Tablo VIII- Cobe Spectra ve CS3000 Plus grupla-
rinda Uriin I6kosit sayisi ve trombosit
ylzey glikoprotein (CD63) % ekspres-

COBE SPECTRA €S3000 PLUS yon farklari
0 GERI 0 GERI
CD63 % EKSPRESYON DEGERI CD63"/o EKSPRESYON DEGERI OBt SPECTRA 53000 PLUS
Dondr 0.0 340 Farki Dondr 0.qil 3.0 Fark- - = - "
No: -gun | S.gun arkiar No: gun-|os.gun o 0.giin 0. ve 3.giin 0.gtin 0.ve 3.gun
1 10.9 19.0 81 1 89 512 423 Donér Lokosit CD63 Donér|  Lokosit CD63
2 34 38 54 2 a1 202 | 361 No: sayisi eokspresyon. No: sayisi eokspresyon.
3 79 99 20 3 06 3.9 633 %(Farklar) %(Farklar)
4 36 187 | 151 4 11.6 | 135 |19 1 |o1oxioL |84 1 [os0x10%0L 423
5 9.3 701 [608 5 45 703 [658 2 |031x10%L |54 2 0.10 x10%L |36.1
6 25 452 427 6 190 [297 [107 S s
> o i 1552 > To Taro s 3 |osexi0¥L |20 3 |0.10x10%L [63.3
9 103 [501 [498 9 12 133 [121 5  |0.56x10%L  |60.8 5 ]0.10x10%L [65.8
10 435 412 |37 10 214 1330 116 6 |040x109L  |427 6 [010x10%L |107
11 9.7 309 [21.2 11 281 [434 153
3, 3,
- o TR - i TeeT T332 7 |osoxio3L  |72.2 7 loxtoyL  [139
13 111 62.9 518 13 309 86.7 55.8 8 0.30 x103/IL 104 8 0.40 x103/IL  {20.9
14 2.7 351|324 14 08 [84 |76 9  [o10x10%L (498 9 |0.20x10%L [12.1
;—LZ ‘2‘38 :;471 égz 12 (15470 fgz 559-3 10 [odoxtouL |37 10 |ox10%L  |116
- - - - 3, 3,
7 73 730 1587 7 21 Tes 1oz 11 o10x103L (212 11 [o.a0x10%0L |15.3
18 141 |518 |377 18 9.9 641 |542 12 (0.10x10%0L  [51.1 12 [0.13x10%L |35.3
19 162|325 [163 19 35 [665 |63.0 13 [0.38x10%L  [51.8 13 [0.05x10%0L |55.8
20 62 |217 [155 20 183 |537 |454 14 |056x10%L |324 14 |oxoL |76
21 172|693 [521 21 61 |11.9 |58 - -
7 15 500 (542 7 28 528 T80 15 |o4ox103L  [147 15 [0.05x10%0L |25.3
23 0 440 | 440 23 31 |61 |30 16 031x10%0L  [324 16 [oxioL |39
24 43 133 190 24 9.9 528 [429 17 058 x1030L  |58.7 17 [0.10x10%0L |6.4
% 110 1629 519 2 216 [513 |27 18 |odoxiovL  |37.7 18 |040x10%L |542
19 |o10x10%L  [163 19 [0.40x10%0L |63.0
Tablo VII- Cobe Spectra ve CS3000 Plus gruplarin- [0 [o30xw3L  [155 20 [0.10x103L |45.4
da Urln I6kosit sayisi ve trombosit yizey |21 |o4oxi03 |52 21 |0.40x10%L |5.8
glikoprotein (CD62) % ekspresyon fark- |22 [osoxion 542 2 [010x10%L [48.0
lari 23 |0.30x10%L  |44.0 23 [0.10x10%L (3.0
COBE SPECTRA CS3000 PLUS 24 10.10 x103/1L 9.0 24 10.30 x103L |42.9
0.g0n 0. ve 3.l 0.g0n 0. ve 3.gln 25 0.30 x103/1L 51.9 25 |0.40x1031L |29.7
Dondr Lokosit CDE2 Dondr Lokosit CDE2
No: sayisi ekspresyon. No: sayisi ekspresyon.
% (Farklar) %(Farklar) Tablo IX- Cobe Spectra ve CS3000 Plus gruplarinda
3, 3 .
; g;‘l’ Xig;ﬁt ;g; ; gig Xig;ﬁt 223 aktivasyon markirlari (CD62, CD63) ve
.31 X B .10 X . . .
3 05810 206 3 o100 L le2 e :romblosn spesifik markirin (CD41) karsl-
4 0.38 X109/ |12.7 4 0x10%L |3L1 astiriimasi
5 0.56 x10°1L |57.7 5 0.10 x10°/1L | 80.0 COBE SPECTRA CS3000 PLUS ANLAMLILIK
6 0.40 x103/1L [80.8 6 0.10 x103/1L|50.5 " " " "
0.gln | 3.gtn p1 0.gun | 3.giin P2 Ps3 pa
7 0.40 x103/1L |74.8 7 0x103L  |65.5
P 0.30 x109IL 169.9 P 0.40 10711 l628 CD41/07.04.6 [97.313.9 [p:>0.05 [08.712.2 [98.312.8 [02>0.05 [ ps>0.05[p4>0.05
9 0.10 x103/1L |51.7 9 0.20 x103/1L|65.3 (CD62[22.4115.8{70.5116.31<0.0001{17.6713.4167.8120.9|p2<0.0001 p5>0.05p4>0.05
10 0.40 x10°1L |38.6 10 |OxI0¥L |258 oD63[11.4111.4043 5122, 1]p,<0.0001]10.58.7 [38.9:23 2}p2<0.0001]p:50.05 [pe>0.05
11 0.10 x103/1L [32.9 11 0.10 x103/1L |44.0
12 0.10 x103/1L [71.4 12 0.13x1031L|11.6 p1. Cobe Spectra 0. guin ile 3. guin karstlastiriimasi
13 0.38 x103/1L |36.0 13 0.05 x103/1L[49.3 p2: CS3000 Plus 0. gun i_Ie 3. guin karsilastiriimasi
14 0.56 x10%/1L 154.6 14 0x10%L 354 ps: Cobe Spectra 0. gun _|Ie CS3000 Plus 0. gun karstlagtirmasi
pa: Cobe Spectra 3. giin ile CS3000 Plus 3. giin karstlastirmasi
15 0.40 x103/1L [43.9 15 0.05 x103/1L|12.0
16 0.31 x10%/1L [36.6 16 0x103L  [25.3
17 0.58 x103/1L [45.1 17 [0.10x10%1L[887 Tablo X- Cobe Spectra ve CS3000 Plus gruplarinda
18 0.40 X10%/1L |45.7 18 0.40 x103/L81.9 rin trombosit ve I6kosit ortalamalarinin
19 0.10 x103/IL |59.8 19 0.40 x103/1L|18.2 kar$| |a$t|r||mas|
20 0.30 x103/1L |74.4 20 0.10 x103/1L[30.3
71 0.20 X109 137.0 71 0.40 X109 26.9 _ COBE SPECTRA| CS3000 PLUS | ANLAMLILIK
URON
23 0.30 x103/1L [40.7 23 0.10 x103/1L|79.5 TROMBOSIT SAYISI
24 0.10 x10%/1L |60.5 24 0.30 x10%/1L|54.9 URUN
A 0.3210.15x10%/1L |0.1510.16x103/1L|  P>0.05
25 0.30 x103/1L [44.7 25 0.40 x103/1L |52.4 LOKOSIT SAYISI
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Tartigsma

Aferez cihazlari ile elde edilen drindeki trombosit
sayilarinin degerlendirildigi Goodnough ve arkadas-
larinin 708 dondr ile gerceklestirdikleri, mevcut ca-
lismalar arasinda en fazla sayida donorl iceren ca-
lismada, 300’0 Cobe Spectra, 408’i CS3000 Plus
hicre ayiricilart  Kkarstlastiriimistir.  Arastirmacilar
ortalama trombosit Urlin sayisini 4.24+1.09x1011
bulmuslardir. Cobe Spectra grubunda bu deger
4.1741.1, CS3000 Plus grubunda 4.30+1.1 saptana-
rak her iki cihaz arasinda trombosit sayisi yoéninden
fark bulunamamistir®®. Bizim calismamizda da cihaz-
lar arasinda 0riin trombosit sayisi yonlnden fark
saptanmamistir.

Rock ve arkadaslari, 5 glin depolama sonrasi random
dondr torbalarinda saklanan trombositlerin depolama
boyunca pH’In iyi bir sekilde sirduruldigu,
hipotonik sok cevabinda ¢ok az degisiklik oldugu,
bakteriyel ~ Oremenin  gorilmedigi, morfolojik
skorlamayla iyi bir sekilde korunduklari sonucuna
varmislardir®. Bizim calismamiz, metodolojik olarak
daha hassas olan akim sitometri ile yapildigindan,
3.gunde trombositlerin anlaml diizeyde aktive oldu-
gunu daha giivenilir olarak gostermektedir.

Bizim calismamizda cok sayida hicrenin spesifik
karakterlerini belirleyebilme avantaji nedeni ile akim
sitometrik yontem kullaniimistir. Bu yontemle 6rnek
hazirlanmasi sirasinda, kan alimindan saatler ve giin-
ler sonra drnek calisilacaksa %1 paraformaldehit
(PFA) ile fiksasyon onerilmektedir®. Ancak antikor
konulmadan vyapilan fiksasyon isleminin stimile
olmus trombositlere CD41/61 ve CD62 baglanmasini
belirgin olarak azaltabilecegi ileri siirilmiistir %%,
Bu metodolojik sorunu asabilmek icin PFA ile
fiksasyona gerek kalmayacak sekilde ornekler hig
bekletilmeden  calisiimistir.  Fiksasyon,  akim
sitometriye hemen ulagmanin  mimkin olmadig
durumlarda 6nerilmektedir. Clnki daha sonra isleme
baglh olarak meydana gelebilecek in vitro trombosit
aktivasyonunu 6nlemektedir?.

Akim sitometrik inceleme ile %0.8 oranindaki aktive
olmus trombositler bile saptanabilmektedir. Bu ne-
denle sensitif ve direkt bir metod olarak degerlendi-
rilmektedir®’. Akim sitometri ile ayrica trombosit
heterojenitesi de tesbit edilebilmektedir®.

Bir partikiliin trombosit olup olmadiginin belirlen-
mesi i¢in kullanilan monoklonal antikorun segimin-
de, en sikhikla GP Ib, GP Ilb veya llla spesifik olan-
lar tercih edilmektedir. Bu monoklonaller, aktivasyon
ile ilgili olmayip, aktivasyon derecesi saptanacak
olan populasyonun &ncelikle trombosit oldugundan
emin olunmasini saglarlar. Biz de ¢alismamizda bu
amacla CD41 (GP Ilb) monoklonal antikorunu kul-
landik. CD41 ekspresyon degerlerini Cobe Spectra
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grubunda 9%97.3£3.9, CS3000 Plus grubunda
%98.3+2.8 olarak saptadik. Bu degerlendirmemiz
Leytin ve arkadaslarinin trombosit spesifik markir
olarak kullandiklari calismada verdikleri %93.5+2.9
degerine yakindir'

Fijnheer ve arkadaslari trombosit aktivasyonunu
monoklonal antikorlar GP llb-1lla kompleksi
(CD41/61), CD62, CD63 ile flow sitometrik olarak
belirledikleri calismalarinda trombinle aktive edilmis
trombositlere 3 kat daha fazla baglanma oldugunu ve
aktivasyona bagli ekspresyonun %2-3’lerden %70-
80’lere ciktigini  bildirmislerdir®. Ayni calismada
trombosit konsantreleri 5 giin saklandiktan sonra
aktivasyona bagli ekspresyonlarda %8-%60 dlzeyle-
rinde artiglar saptanmigtir. LDH’da artis, B
tromboglobulin  salinimi,  trombositlerin  swirling
(girdaplasma) paternlerinde azalmalarin olmasiyla da
saklanmalari sirasinda aktive olduklari desteklenmis-
tir'?. Bizim calismamizda depolamanin 3.giiniinde
hem Cobe Spectra, hem de Fenwall CS3000 Plus
grubunda, CD62 ve CD63 ekspresyonlarinda anlamli
artiglar ortaya konulmustur. CD62 ekspresyonu igin
Cobe Spectra grubunda 0. ve 3. glnler arasinda artis
%48.5 bulunmustur. CS3000 Plus grubunda ise ayni
deger %51 bulunarak cihazlar arasi fark saptanma-
mistir. Cobe Spectra hiicre ayiricisinda 0.giinde
CD62 ekspresyonlari %0.2-%47.3 araliginda bulun-
mus, 3 gin linear bir ajitatorde bekletildiginde ise
aktivasyonda %39.8-%92.4 araliginda, anlamh du-
zeyde artis saptanmistir. CS3000 Plus hiicre ayirici-
sinda 0.glinde CD62 ekspresyonlari %9-%45.3 arali-
ginda bulunmus, 3 glin bekleme sonrasi ise %30.6 -
%94.5 araliginda bulunmustur. Buradaki artis da
anlamh diizeydedir. Bizim ¢alismamizda da g6zlenen
0.guin aktivasyon yizdelerinin genis bir aralikta (%5-
%55 arasl) degismesi, aferez cihazlarinin mekanik
ozellikleri, antikoagulan protokollerinin farkli olmasi
ve donorlere ait faktorlerle ilgili olabilir.

Rinder ve arkadaslari, akim sitometrik yontemle
trombosit aktivasyon markiri olarak CD62’yi kulla-
narak yaptiklari calismalarinda 5 gin depolamayla
trombositlerin  %10-60 oraninda aktive oldugunu
ortaya koymuslardir'®. Bu sonuclar, Fijhneer ve arka-
daslarinin ve bizim sonuclarimizla da uyumludur®?,
Ancak bizim calismamizda saptanan bu diizeylerdeki
artiglara 3.glinde ulastimistir. Trombosit konsantrele-
rinden optimal sonuclarin elde edilebilmesi icin sak-
lama sirasinda ajite edilmeleri gerekmektedir.
Trombositlerin membran ve yapisal bitunliklerinin
strdartlmesinde trombosit konsantrelerinin saklan-
digi torbalarin ve ajitasyon tipinin énemi, George ve
arkadaslarinin  calismalariyla ortaya konmustur®,
Trombosit konsantrelerinin depolanmasinda en sik
kullanilan iki tip rotatdrden biri sirkuler, digeri
eliptikal olan rotatorlerdir. George ve arkadaslarl
trombosit konsantresini 7 glin boyunca polyolefin
torbalarda (PL-732, Fenwall), oda 1sisinda sirkdler
olan rotatérle depoladiklarinda, trombosit membran
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glikoproteini GP Ib’ye bagli antikor baglanmasi
normal kalirken, eliptikal rotatérle trombositlerin
1/3’unde GP Ib antikor baglanmasinin %50 azalarak
trombositlerin aktive oldugunu ortaya koymuslardir®.
GP lIb’ye antikor baglanmasinda her iki rotatdrde
kayip gozlenmemis, GMP-140’a antikor baglanmasi-
nin ise her iki rotatdrde esit olarak arttigi saptanmis-
tir. Tim bu verilerle arastirmacilar eliptikal rotatorle
sakla;namn daha az efektif oldugu sonucuna varmis-
lardir®.

Calismamiz ayni model linear rototdr kullanmamiz
bakimindan Michelson ve arkadaslarinin ¢alismasina
benzemekle birlikte aktivasyonu belirlemede kullani-
lan monoklonaller ve aktivasyon artiginin 5. degil
3.gunde saptanmasi agisindan ondan ayrilmaktadir.
Ajitasyonun sirkiler rotatordeki tiplerinin, eliptikal
olandan ve digerlerinden Ustiin oldugu vurgulanirken
bu konudaki yeterli sayida ¢alismanin olmadigi dik-
kat cekmektedir®?.

G.Rock ve arkadaglari CS3000 Plus hicre ayiricl
kullanarak elde edilen trombosit konsantrelerini bes
gin depoladiktan sonra laktat dizeyi ve JB
tromboglobulin dizeylerine bakarak trombositlerin
efektivitesini iyi bulduklarini ifade etmislerdir®®. Bu
calismada trombositlerin ortalama yasam siresi
7.3+1.4 gun bulunmustur. Bizim calismamizda ise
trombosit konsantrelerinde 3.giinde anlamli diizeyde
aktivasyon saptanmistir. Bu bulgu, G.Rock ve arka-
daslarinin 7.giinde trombositlerin hala efektif durum-
da olmasi sonuclartyla uyumsuzluk gdéstermektedir.
Bu uyumsuzlugun aktivasyonu saptamada yontem
farklihgindan kaynaklandigi disunalebilir.
Trombosit konsantrelerinin hazirlanmalari ve sak-
lanmalari sirasinda olasi aktivasyonu degerlendirme-
de B-tromboglobulin, trombosit faktér 4 ve
trombospondin, tromboksan B2 gibi biyokimyasal
markirlar uygun metodlara ulasabilmede 6nemli
katkilar saglamislarsa da, son on yil i¢inde trombosit
aktivasyonunu saptamada daha hassas metodlar olan
immunolojik metodlarin gelistirilmis olmasi daha
guvenilir olarak degerlendirmeyi mimkin kilmakta-
dir.

Cobe Spectra ile ise 17 islemde ortalama I6kosit
icerigi 0.04x106°dir. Bizim calismamizda ise Cobe
Spectra ile toplanan suspansiyonlarda ortalama l6ko-
sit degeri 0.32+0.15x103/uL, CS3000 Plus ile
0.15+0.16x103/uL dir. Bu degerlerin standart diizey-
lerde oldugu sdylenebilir. Her iki cihaz arasinda bu
acidan anlamli fark bulunamamistir. Rock ve arka-
daslarinin bulduklari I6kosit konsantrasyonu degeri
ise 1.4+1.1x109 /L dir®. Trombosit siispansiyonla-
rindaki 16kosit konsantrasyonlari ile CD62 ve CD63
ekspresyon yuzde ortalama farklari arasinda korelas-
yon saptanmamistir (Tablo VII, VIII). Sonug olarak
her iki cihaz in vitro aktivasyon markirlari yoniinden
benzer bulunmustur.

Sonu¢  olarak  calismamizda;  bekleme ile
trombositlerin aktive oldugu, depolama ile anlamh
diizeyde trombosit aktivasyonu ortaya c¢iktigl sap-
tanmistir. Trombosit aktivasyon belirleyicilerinden
a-grandl membran proteini CD62’deki artislar,
lizozomal protein CD63’dekilerden daha belirgindir.
Metodolojik olarak akim sitometri ¢ok fazla sayida
hiicreyi tek tek degerlendirebilmesi yoniyle hassas
bir yéntem olarak ortaya ¢cikmistir. Cobe Spectra ve
CS3000 Plus hiicre ayiricilari arasinda, hem 0. giin
hem de 3. giin aktivasyon yiizde sayilari arasinda
istatistiksel olarak anlaml farklar bulunmamistir.
Mevcut saklama torbalari ile optimal depolama ko-
sullarinin saglanamadigl kanaatine variimistir. Akim
sitometrinin depolanmis trombosit konsantrelerinin
kalite kontrollinde basarih bir sekilde kullanilabile-
cegi dusunulmustir. Trombosit aktivasyonunu belir-
lemede, dondre ait faktorler, aferez cihazlari, meto-
dolojik problemler, akim sitometrik incelemede kul-
lanilan pahali monoklonal antikor kitleri, trombosit
toplama torbalarinin hacim ve boyut ile alan farkllik-
lar1, saklanmalari sirasinda kullanilan ajitatorlerin
tipi, rotasyonun sekli de etkili olmaktadir. Bu faktor-
lerin birarada degerlendirildigi, daha fazla donor
sayisi iceren calismalarin gerekliligi sonucuna varil-
mistir.
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