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TURKCE OZET

Allojeneik kan transfiizyonu sonucunda alicida meydana gelen reaksiyonlarin
en Oonemlilerinden biri transflizyonla iligkili immiin modiilasyondur (TRIM). Kanin
depolama siiresi, allojeneik 16kositler ve daha bir¢cok etkenin TRIM’e neden oldugu
diistiniilmektedir. Caligmamizda TRIM gelisimine yonelik yeni bilgiler elde edilmesi
amaglanmaktadir.

Caligmamizda 1{i¢ adet bagisgidan alinan tam kanlardan eritrosit
siispansiyonlar1 (ES) elde edildi. ES’lerin 0, 7, 14, 21 ve 42. depolama giinlerinde
torbalardan alinan kan drneklerinden periferik kan monontikleer hiicreleri (PKMNH)
izole edildi. CD3", CD4" ve CD8" T hiicrelerin proliferasyon, aktivasyon ve canlilik
diizeylerindeki degisimler akim sitometre cihazi yardimiyla degerlendirildi. Ayrica bir
kisiden EDTA’l1 tiipe alinan 30 mL kandan PKMNH’leri ve grantilositler izole edildi.
Kanim depolama siirecinde kullanilan CPD ve SAG-M soliisyonlarinin bu hiicrelerin
canliligina olan etkisi incelendi.

Sonug olarak 21. giinden sonra ES igindeki T hiicre canlihiginin ilk giinlere
oranla azaldig1 ve 42. gline gelindiginde 6lii T hiicre oraninin %90'larin tizerine ¢iktig1
belirlendi. 21 ve 42. giinlerde CD3 hiicre diizeyinin %0,1-%0,2’lere diistiigii goriildii.
T hiicrelerin poliferasyon yeteneginin 14. giinden sonra en alt seviyeye indigi goriildii.
Ayrica ES’ler elde edildikten sonra 18 saat i¢cinde aktivasyon belirteg (CD25, CD69,
CD154) dizeylerinin azalmaya basladigi belirlenmisti. CPD ve SAG-M
soliisyonlarinin ayr1 ayrt uygulanmasinin PKMNH ve graniilositlerin canliliini
azalttig1, ancak transflizyonu simiile eden konsantrasyonlar olan %12 CPD ve %88
SAG-M karigimmin canliliga etkisi olmadigi, sadece PKMNH’lerine 10 pL’lik
konsantrasyonda pozitif etki yaptiklar1 goriilmiistiir.

21 ve 42. gilinlerde, depolanan ES’lerin TRIM’e neden olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ancak daha fazla kisi ve farkli yontemler kullanilarak alicidaki
etkilerinin goriilebilmesi i¢in ek ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Immiinoloji, Immiinmodiilasyon, Transfiizyon, TRIM, T hiicre
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INGILIZCE OZET

Immunomodulatory Effects of the Storage Process of Erythrocyte
Suspensions

One of the most important reactions that occur in the recipient as a result of
allogeneic blood transfusion is transfusion-associated immune modulation (TRIM).
The storage time of blood, allogeneic leukocytes and many other factors is thought to
cause TRIM. Our study, it is aimed to obtain new information about the development
of TRIM.

In our study, erythrocyte suspensions (ES) were obtained from whole blood
donated by three donors. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from blood samples taken from bags on storage days 0, 7, 14, 21, and 42 of ESs.
Changes in proliferation, activation, and viability of CD3", CD4", and CD8" T cells
were evaluated by flow cytometry. In addition, PBMCs and granulocytes were isolated
from 30 mL of blood collected in EDTA tube from one individual. The effect of CPD
and SAG-M solutions used in the blood storage process on the viability of these cells
was investigated.

As a result, it was determined that the T cell viability in ES decreased after the
21st day compared to the first days, and the rate of dead T cells increased above 90%
by the 42nd day. It was observed that CD3 cell level decreased to 0,1%-0,2% on the
21st and 42nd days. It was observed that the proliferation ability of T cells decreased
to the lowest level after the 14th day. In addition, it was determined that activation
marker (CD25, CD69, CD154) levels started to decrease within 18 hours after ESs
were obtained. It has been observed that the separate application of CPD and SAG-M
solutions reduces the viability of PBMC and granulocytes, but the concentrations
simulating the transfusion, 12% CPD and 88% SAG-M mixture, have no effect on
viability, and they also has been observed a positive effect on PBMC at a concentration
of 10 uL.

On days 21 and 42, it was thought that stored ES could cause TRIM. However,
additional studies are required to see the effects on the recipient by using more people
and different methods.

Keywords: Immunology, Immune modulation, Transfusion, TRIM, T cell
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1. GIRIS

Kan transfiizyonu hayat kurtaran tibbi uygulamalardan biri olsa da bazi
durumlarda allojeneik kan transfiizyonu (AKT) sonucunda alicinin immiin sisteminde
bazi degisiklikler meydana gelebilmektedir. Transflizyonun ciddi
komplikasyonlarindan biri olan transflizyonla iligkili immiin modiilasyon (Transfusion
Related Immune Modulation; TRIM), AKT sonrasinda alicinin immiin sisteminin
isleyisindeki birtakim degisiklikleri ve bunlarin transfiizyon alicisina olan etkilerini
tanimlamaktadir. TRIM ilk kez 1973 yilinda, bobrek nakli bekleyen hastalara yapilan
transfiizyonlarin greft Omrii iizerindeki olumlu etkilerinin gdzlemlenmesiyle
tanimlanmistir (Opelz, Sengar, Mickey & Terasaki, 1973). Daha sonralari ise kiiratif
cerrahi oncesi AKT alan hastalarda timdr biiyiimesinin ve metastaz gelisiminin
hizlandig1 bildirilmis ve AKT ile kanser niiksii arasinda bir iligki oldugu One
striilmistiir. AKT’nin bu etkilerinin gozlenmesi ile birlikte transfiizyonun, alicinin
immiin sistemi iizerindeki etkilerinin incelenmesi ilgi ¢ekici bir alan haline gelmistir
(Gantt, 1981).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda AKT nin kanser niiksleri, ameliyat sonrasi
bakteriyel enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar ve latent enfeksiyonlarin
reaktivasyonu gibi ¢ok sayida klinik tablo ile iligkisi incelenmis ancak bu goriisler
randomize kontrollii ¢aligmalarla desteklenememistir. Yapilan bir ¢alismada spontan
abortuslar1 olan kadinlara gebelik Oncesi eslerinden alinan lenfositlerin verilmesi ile
abortusun azaldigin1 (Mowbray ve ark., 1985), Crohn hastalig1 nedeni ile ameliyat
edilen ve bu siradada AKT alan hastalarda ise Crohn hastaligi niiks sikliginin
almayanlara oranla ¢ok daha az oldugu belirlenmistir (Peters, Fry, Fleshman, &
Kodner, 1989) daha sonra bunlara benzer c¢esitli calismalar yapilmistir. Yapilan
calismalarin sonucunda AKT sonrasi ortaya ¢ikan bu klinik bulgulara neden olabilecek
bazi immiinolojik degisiklikler ortaya konulmustur. Bu degisikliklere, yardimc1 T
hiicre sayisinda, T hiicre yanitinda, dogal oldiiriicti (Natural Killer; NK) hiicre
fonksiyonunda ve CD4/CD8 T hiicre oraninda azalma ornek olarak gosterilebilir.
Bunlarin diginda antijen sunum &zelliginin yetersiz kalmasi, geg tip asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinin azalmasi, lenfosit blastogenezinin baskilanmasi, IL-2 ve IFN-y

iretimi ile monosit/makrofaj fagositik fonksiyonlarinin azalmasi da ortayagikan



degisikliklere 6rnek olarak verilebilir (Blajchman, & Bordin, 1994; Brunson, &
Alexander, 1990).

Bu bulgulara istinaden yapilan bazi c¢alismalar sonucunda AKT alicisinda
goriilen immiinolojik degisikliklerin ve TRIM fenomeninin nedeni olarak birtakim
stirecler ve biyolojik yapilar hedef gosterilmistir. Bunlardan en 6nemlisi de bagis¢idan
gecen allojeneik 16kositler veya bunlardan salinan birtakim mediyatorler (Bordin,
Heddle, & Blajchman, 1994) ile eritrosit siispansiyonu (ES) depolama siiresi ve
depolama kosullaridir (Mynster, Dybkjoer, Kronborg, & Nielsen, 1998).

Bu ¢alisma ile ES i¢inde bulunan CD4" ve CD8" T hiicrelerin proliferasyon,
canlilik ve aktivasyon diizeylerinde depolama siiresi/kosullarinin etkisiyle meydana
gelecek degisiklikleri incelemek ve TRIM’i agiklamaya destek olacak yeni bilgilere
ulagmak amaglanmistir. Depolama siireci boyunca bu hiicrelerde meydana gelen
degisimlerin yani1 sira ES depolamada kullanilan ek soliisyonlarin ve eritrositlerin,
periferik kan mononiikleer hiicrelerinin (PKMNH) ve graniilosit hiicrelerin canlilig1

tizerindeki etkileri de degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hematopoez

Tiim kan hiicreleri, bunlarin onciillerini (progenitorlerini) meydana getirebilen
ve farklilasmamis hiicreler olan pluripotent hematopoietik kok hiicreler adi verilen
hiicre popiilasyonundan tiiremistir. Bir pluripotent kok hiicre boliindiigiinde, iki yavru
hiicresi ya pluripotent kok hiicreler olarak kalir ya da belirli bir gelisimsel yola
baglanir. Sekil 1°de gosterildigi gibi ilk dallanma, ya T, B, NK gibi lenfositleri
olusturan lenfoid kok hiicreleri ya da diger tiim ¢esitlerin atalar1 olan miyeloid kok

hiicreleri meydana getirir (Hatton, Hay, & Keeling, 2017).

Uzun omiirli

HSC l — Ortak lenfoid onciil
Kisa 6mirli HSC . | '
B hiicre T hiicre NK
l onciili onciilii hiicre
snciilil
Ortak miyeloid ! ' onctid
snciil I B, Yardmar T
plazma  Sitotoksik T NK hiicre
‘ hiicresi hiicreler -

GMP ™ 3 0- O

MEP . *, E ‘ fil l
Notrpf.n.l " ?sz ’ Bazofil
| monosit onciili onciili snciilii

Eritrosit l

6ni:(ilu Megakaryosit Monosit
' l Eozinofil Bazofil
P\

o . o ‘//_-s\"'\ y
Eritrosit  Trombosit Notrofil Makrofaj | %)' ) 'I )

Sekil 1. Hematopoez siirecinin sematik gosterimi. HSC, hematopoietic stem cell: hematopoetik kok
hiicre;, GMP, granulocyte-macrophage progenitor. graniilosit-makrofaj onciilii; MEP, megakaryocyte
erythroid progenitor; megakaryosit/eritroid onciilii NK, natural killer; dogal katil. Hatton ve ark.,
(2017)’dan biorender.com kullanilarak modifiye edilmistir.



2.2. Kanin Bilesenleri ve Islevleri

Kan; damar agmimn icinde dolagan, akici plazma ile eritrosit, lokosit ve
trombosit gibi hiicre tiplerinden meydana gelmis ve oksijen (Oz), besin maddeleri,
hormon, vitamin gibi yapilar1 dokulara tasiyp ayni zamanda ortaya c¢ikan
karbondioksit ve atitk maddeleri de viicuttan uzaklastiran, pihtilasmayr saglayan,
hiicresel ve humoral bagisiklikta gérev alan yagamsal bir sividir (Tiirk, 2021).

Sekil 2°de gosterildigi gibi kan sekilli elemanlar ve sivisal kisimdan olusmakta

ve bunlarin herbiri kendi i¢cinde farkli yapilar ihtiva etmektedir. Sekil 3°te ise damar

yapisi ve i¢erinindeki bazi hiicre tipleri gosterilmistir.
KAN
“ 1 s
)
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Sekil 2. Kanin sivisal ve sekilli elemanlar1 (Shier, Butler, & Lewis, 2012)’den esinlenilmistir.

ENDOTEL HUCRELER
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Sekil 3. Damar boliimii ve igerisindeki bazi hiicreleri, plazma proteinlerini, bakterileri ve hiicre dis1
matrisi gosterir. Pretini ve ark., (2019)’dan esinlenilmistir.



2.2.1. Plazma

Plazma, suda ¢dziinmiis ¢ok sayida organik ve inorganik maddeler ile birlikte,
fibrinojen ve pihtilasmaya katilan diger proteinlerden olusur. Ayrica besinler,
metabolik atik iirlinleri, hormonlar ve Na, K, CI gibi ¢esitli mineral ve elektrolitler
plazmanin igerigini olusturmaktadir. Bunlar ozmotik basing iizerinde biiyiik rol
oynayarak hiicre dist stvinin kilcal damarlarla emilmesini kolaylastirirlar.

Plazmada en bol bulunan yapi plazma proteinleridir. Plazma proteinlerinin
konsantrasyonu diistiikce ozmotik basing da diiserek sivinin interstisyel bosluklarda
birikmesine neden olur boylece dokular siger ve 6dem olusur. Agirlik olarak plazmada
¢ozlinen maddelerin ¢ogunu olusturan bu yapilar albuminler, globulinler ve fibrinojen
olmak {tizere li¢ genis gruba ayrilmaktadir (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark.,
2014).

2.2.1.1. Albuminler

Albiiminler plazma proteinlerinin yap1 olarak en kiigiigiidiir ancak %60'smn1
olustururlar. Karacigerde sentezlenen albuminler fazla miktarda olmalar1 ve suyu
kilcal damarlarda tutma gibi 6zelliklerinden dolayr plazmanin ozmotik basincinin
onemli bir belirleyicisidirler. Boylece, diger plazma proteinleri ile birlikte kan ve
dokular arasindaki su hareketini diizenlemeye yardimci olurlar (Shier ve ark., 2012;

Widmaier ve ark., 2014).

2.2.1.2. Globulinler

Plazma proteinlerinin yaklasik %36'sim1 olusturan globulinler, alfa, beta ve
gama-globulinler olarak alt gruplara ayrilabilirler. Alfa ve beta-globulinler lipitlerin
ve yagda ¢Oziinen vitaminlerin taginmasi da dahil olmak iizere cesitli iglevlere
sahiptirler ve karacigerde sentezlenirler. Bir tiir antikor olan gama-globulinler ise

lenfatik dokularda iiretilirler (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark., 2014).



2.2.1.3. Fibrinojen

Karacigerde sentezlenen ve plazma proteinlerinin yaklasik %4'tinii olusturan
fibrinojen ise kan pihtilagsmasinda islev goriir ve plazma proteinlerinin en biiyiigiidiir

(Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark., 2014).

2.2.2. Eritrositler

Kemik iliginin, 6zellikle de kirmizi kemik iliginin yumusak i¢ kisminda
iiretilen eritrositlerin ana islevi gaz taginmasidir; akcigerler tarafindan alinan oksijeni
ve hiicreler tarafindan iiretilen karbondioksiti tasimaktadirlar. Eritrositlerin oksijen
tagima islevi icerisinde bulunan hemoglobin molekiillerindeki demir atomlarina
baglanarak ger¢eklesmektedir. Bikonkav bir disk seklindedirler ve sekil ile
boyutlarinin (7 um cap) eritrositlere kazandirdig1 yliksek yiizey-alan-hacim orani
sayesinde taginacak olan oksijen ve karbondioksit hiicrenin i¢ine veya hiicreden
disartya hizla difiize olmaktadir (Pretini ve ark., 2019; Shier ve ark., 2012; Widmaier
ve ark., 2014).

Eritrositler gelisim ile birlikte ¢ekirdeklerini ve organellerini, yani protein
sentezi mekanizmalarin1 kaybederler. Bu nedenle ne kendilerini ¢ogaltabilirler ne de
normal yapilarini ¢cok uzun siire koruyabilirler. Bundan dolay1 bir eritrositin ortalama
omrii yaklasik 120 giindiir (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark., 2014). Saglikli bir
yetigkinde saniyede 2 milyon yeni eritrosit kemik iliginden dolagima girerken ayni
zamanda yaklasik 2 milyon eritrosit de yok edilir (Higgins, 2015). Hasarli veya
Olmekte olan eritrositlerin yitkimi normal olarak dalakta ve karacigerde meydana gelir.
Eski eritrositler yok edilirken, demirleri plazmaya salinir ve transferrin adi verilen
demir tagiyan bir plazma proteinine baglanirlar. Transferrin, bu demirlerin neredeyse
tamamin1 yeni eritrositlere dahil edilmek {iizere kemik iligine iletir. Boylelikle
eritrositlerdeki demir atomlarmin yeniden dolasimi saglanir (Shier ve ark., 2012;

Widmaier ve ark., 2014).



2.2.2.1. Eritrositlerin Immiin Sistem ile Tliskisi

Lokosit, monosit, graniilositler diginda kalan kamn diger hiicrelerinin (eritrosit
veya trombositler gibi) bagisiklik sisteminin genel aktivitesine katkida bulunmayacagi
zannedilir. Ancak, eritrositlere dair yapilan aragtirmalarin tiimii, durumun bdyle
olmadigimni diisiindiirmektedir. Bu arastirmalardan yola ¢ikarak eritrositlerin
enflamatuar durumlara dahil olmas1 ve diger hiicreler ile arasindaki spesifik etkilesimi
iizerine c¢aligilmaya baglanmistir. Bu caligmalarin ¢ogu da eritrositlerin bagisiklik
hiicrelerinin islevini degistirmede oynadigi role odaklanmistir (Karsten, & Herbert,
2020). Yapilan ¢aligmalarda kan transfiizyonlarinin immiin diizenleyici aktivitesinden
sorumlu mekanizmalar hala belirsiz olsa da, eritrositlerin T ve B hiicrelerinin
immiinolojik parametrelerini diizenleyebilecegi gosterilmistir (Arosa, Pereira, &
Fonseca, 2004). Bu islevleri hiicre hiicre temas1 veya sitokinler, kemokinler gibi
aracilarla gerceklestirebilirler. Ancak eritrositlerin sitokin ve kemokinlerle olan
baglantisina dair siirli sayida ¢alisma vardir. Bu ¢aligmalarin birinde eritrositlerin
lizatinda 45'e kadar farkli sitokin oldugu kesfedilmistir (Karsten, Breen, & Herbert,
2018). Baska bir calismada ise saglikli bireylerin eritrosit lizatlarinda IL-33
tanimlanmigtir (Wei & ark., 2015). IL-33 6zellikle 6lmekte olan veya 6lii hiicrelerden
salinan bir niikleer proteindir. Bu yiizden ¢ekirdeksiz bir hiicre olan eritrositlerdeki
varlig1 beklenmedik bir durumdur. Wei ve ark. yaptiklari calisma ile IL-33'iin eritroid
progenitor hiicrelerde eksprese edildigini, bdylelikle bu proteinin hiicrelerde
cekirdekli olduklarindan beri mevcut oldugunu belirlemislerdir. IL-33'"lin saliniminin
Th2 sitokinlerinin salgilanmasini uyardig1 ve alerjik enflamasyonu uyarmada anahtar
rol oynadig1 gosterilmistir. Bu da eritrositlerin immiin sistemi etkileme yollarindan
biridir (Karsten, & Herbert, 2020).

Diger taraftan eritrositler mikropartikiil {iretirler. Uretim miktar1 da eritrositler
yaslandik¢a ve depolama siiresi arttikca daha da artig gosterir (Said, Rogers, & Doctor,
2018). Bu mikropartikiillerin de ¢esitli hiicreleri, sitokinleri etkiledigi belirlenmistir
(Danesh ve ark., 2014; Sadallah, Eken, & Schifferli, 2008).

Bunlarin diginda eritrositlerin immiin sistem hiicre veya siireglerine ¢esitli
yollarla etki edebilecegi gosterilmistir. Bu alanda yapilan caligmalarin birinde,

eritrositlerin, taze izole edilmis T hiicreler tzerindeki etkisi in vitro olarak



aragtirilmistir. Sonug olarak T hiicrelerin uyarilarak saglikli ve taze otolog eritrositlerle
muamele edilmesinin, T hiicre aktivitesini 6nemli 6lgiide degistirdigi bildirilmistir
(Fonseca, Porto, Uchida, & Arosa, 2001). Daha sonra bu etkiler eritrosit lizatlarinin
kullanimi, enflamatuvar durumda olan kisilerin eritrositlerinin kullanimi (Profumo ve
ark., 2011) ve eritrosit T hiicre temasinin kesilmesi ile (long ve ark., 2014) kiiltiir
ortaminda tekrar edilmistir. Ancak taze, saglikli ve T hiicrelerle temas halinde olan
eritrosit kiiltiirii ile benzer sonuglar elde edilememistir (Karsten, & Herbert, 2020).

Aragtirmacilar eritrositlerin, daha fazla ¢ogalmalari i¢cin T hiicrelerini
uyardigimi ve T hiicreleri i¢in apoptoza karsi koruyucu oldugunu kesfetmislerdir.
Bununla iligkili olarak da insan CD3" T hiicrelerinin, aktivasyondan 30 dakika sonra
hiicre i¢i ROS f{irettigi ve eritrositlerin de CD3" T hiicrelerin ROS {iretimine karsi
koyarak apoptozu inhibe edip bu yolla da T hiicre boliinmesini destekledigi
gosterilmistir (Fonseca ve ark., 2001).

Bunlarla birlikte eritrositlerin diger hiicreler lizerindeki etkisine dair ¢aligmalar
mevcuttur. 1980'lerde yapilan iki ¢alisma ile, periferik kan lenfosit kiiltiirlerinde insan,
fare veya koyun eritrositlerinin varliinin, lenfosit proliferasyonu, sitokin
salgilanmasi, antikor sentezi ve dogal Oldiiriicii hiicre aktivitesi ve T, B hiicre
aktivitelerini etkiledigini bildirilmistir (Nowaczyk, & Skopinska-Rozewska, 1981;
Yannelli ve ark., 1988). Farkli klinik ortamlarda ise B hiicre sayilarmni ve
immiinoglobulin sekresyonunu da etkiledigi gosterilmistir (Giacchino ve ark., 1982;
Akbar, Giardina, Hilgartner, & Grady, 1985). Bu calismalardan sonra da Virella ve
ark. otolog eritrositlerin B hiicresi aktivitesi tizerindeki etkisini arastirip
immiinoglobiilinlerin ve proinflamatuar sitokin IFN-y'nin salgilanmasinda 6nemli bir
artig oldugunu bildirmislerdir (Virella ve ark., 1988). Ayrica eritrositlerin diger immiin
sistem hiicreleri ile olan etkilesimini gosteren bagka bir caligmada ise saglikli
donérlerden alinan eritrositlerin dendritik hiicrelerin olgunlagsmasini ve bu siiregte IL-
12 salgilanmasini kisitladig1 gosterilmistir. Bunun, dendritik hiicrelerin asir1 uyarimini
ve in vivo proinflamatuar sitokinlerin hiper saliimini kontrol etmek i¢in meydana
gelmis bir mekanizma oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bunun disinda dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicrelerin, eritrositlerin varliginda tiimor hiicrelerine karsi daha sitotoksik oldugu da

gosterilmistir (Karsten, & Herbert, 2020).



Eritrositler oksijen ve karbondioksit tagimak, diger hiicreler ile cesitli
etkilesimler kurmak ve homeostaz ile kan akis dagilimini saglamalarinin diginda
dogustan gelen bagisiklik tepkisinde de yer alirlar (Minasyan, 2018). Bu iglevlerini de
kan dolagimindaki bakterilerin temizlenmesi yoluyla yaparlar. Bu siireci ise oksitoz ile
gerceklestirmektedirler. Oksitoz, kan akigiyla hareket eden bakterilerin siirtiinme ile
elektik yiiklendigi ve sonug olarak eritrositlere dogru ¢ekildigi anlamina gelmektedir
(Minasyan, 2016). Bu temas, oksijenin oksihemoglobinden eritrosit ylizeyine
salinmasina ve bodylece bakterilerin oldiiriilmesine neden olur. Daha sonra
triboelektrik yiikii azalir ve bakteriler eritrositlerin yiizeyinden yikanarak karacigerde
veya dalakta sindirilir (Minasyan, 2018).

Eritrositler immiin sistem hiicreleriyle ¢esitli etkilesimlere girmelerinin
yaninda c¢esitli parazitler i¢in konak gorevi iistlenerek onlarin immiin hiicrelerden
kagisina da aracilik etmis olurlar. Sitma parazitleri, eritrositlerin iginde ¢ogalarak,
geligir ve hemoglobini hemozoin olarak bilinen kristallere doniistiirerek sindirebilirler
(Parroche ve ark. 2007). Bu mekanizmay1 ayn1 zamanda, eritrositlere baglanarak viral
enfektiviteyi zenginlestiren HIV-1 virionlar1 ve Zika viriisii de kullanmakta ve bunlar
da eritrositlerin i¢inde saklanabilmektedirler (Beck ve ark. 2009). Bu nedenle
eritrositlere baglanan veya eritrositlerce i¢sellestirilen patojenler konakgi i¢in hem
avantajli hem de dezavantajli duruma gelebilmektedirler (Anderson, Brodsky, &
Mangalmurti, 2018; Baum, Ward, & Conway, 2002; Morera, & MacKenzie, 2011).

2.2.3. Trombositler

Trombositler oldukga kiiciik, ¢ekirdeksiz megakaryosit parcalaridir. Ortalama
hacimleri 7.5 fl ve boyutlar1 1-4 um olan trombositler eritrositlerden ortalama 14 kat
daha kiigiik bir yap1iya sahiptirler (Sola-Visner, Saxonhouse, & Brown, 2008). Saglikli
bir insan kanindaki trombosit sayis1 150-450x10%/L arasinda degismektedir. 7-10 giin
yasayan trombositlerin 1/3’{i ana depo organlar1 olan dalakta, 2/3’li ise dolagimda
bulunmaktadir ve boylece primer hemostazda ve pihtilasma mekanizmasinda gorev
almaktadirlar (Emmons ve ark., 1996; Sola-Visner ve ark., 2008).

Baz1 hastaliklarda trambosit transfiizyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir ve her an

ulagilabilmesi  miimkiin  olmadigt i¢in  depolanirlar. Oda sicakliginda



depolandiklarindan dolay1 bakteriyel kontaminasyon riskleri yiiksektir bu nedenle
saklama siireleri bes giindiir. Bes giin sonunda trombositler canliliginin %20-25’ini
kaybetmektedirler. Depolama siirecinde trombositlerin canliligini korumak ig¢in
oksijen aligverigini saglayabilecek sekilde iiretilmis olan torbalar kullanilir ve belirli

devirde siirekli calkalanirlar (Orii¢, & Yenicesu, 2016).

2.2.4. Notrofiller

Notral boya ile agik mor goriinen ince sitoplazmik graniillere sahiptir. Daha
yasli bir nétrofilin ¢ekirdegi lobludur ve iki ila bes segmentten olusur, bu nedenle bu
hiicrelere bazen segmentler denilmektedir. Cekirdekleri C seklinde oldugundan daha
geng notrofillere bantlar da denir. Yarilanma 6émiirleri ise kisadir bu nedenle nétrofiller
ile ilgili tesler genellikle taze kandan calisilirlar ayrica tipik bir kan O6rnegindeki
16kositlerin %54-62'sini olusturmaktadir (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark.,
2014).

Enfeksiyonla savasmak ve doku homeostazini korumak i¢in ilk savunma hatti
olan dogustan gelen bagisiklik sisteminin polimorfoniikleer graniilositleridir (Mestas,
& Hughes, 2004) ve antimikrobiyal bilesikler, serin proteazlar, lizozim, defensinler,
metaloproteazlar ve oksidatif hasara aracilik eden sitotoksik faktorlerin igerisinde
depolandigi graniilleri igerirler. Baslica islevleri de, degraniilasyon, fagositoz ve hiicre
dis1 tuzaklarinin (miyeloperoksidaz, elastaz ve defensinler gibi proteinler) salinmasidir

(Amulic, Cazalet, Hayes, Metzler, & Zychlinsky, 2012).

2.2.5. Eozinofiller

Asidik eosin boyasinda koyu kirmizi goriinen diizglin boyutlu sitoplazmik
graniillere sahiptirler. Cekirdegin genellikle yalnizca iki lobu vardir. Eozinofiller,
dolagimdaki toplam 16kosit sayisinin %1-3"linii olustururlar (Shier ve ark., 2012;
Widmaier ve ark., 2014). Helmint reaksiyonlarinda 6nem arzetmektedirler ve enfektif
helmint larvalarina yapisip onlar1 dldiirebilirler. Olii veya dlmekte olan parazitlerin
etrafindaki eozinofil graniil protein birikimi, enfekte hastalardan alinan doku

biyopsilerinde de gosterilmigtir (Klion, Ackerman, & Bochner, 2020). Ayrica
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eozinofillerin varliginin insanlarda mantar enfeksiyonunda koruyucu oldugunu
diisiiniilirken, yayilmis veya daha siddetli mantar hastaligi ile iliskili oldugu da
goriilmektedir (Harley, & Blaser, 1994).

2.2.6. Bazofiller

Cekirdeklerinin boyutu ve sekli bakimindan eozinofillere benzer, ancak koyu
maviye doniisen daha az sayida, daha diizensiz sekilli sitoplazmik graniiller
bulundururlar. Bazofiller genellikle dolasimdaki 16kositlerin %]1'inden daha azim
olusturmaktadirlar (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark., 2014). Aznlik olmalarinin
yaninda ¢ok dnemliler ve esas olarak asir1 duyarlilik ve anafilaktik reaksiyonlarda yer
alan dolagimdaki kan graniilositleridirler (Karasuyama, Mukai, Tsujimura, & Obata,

2009; Schroeder, 2009).

2.2.7. Monositler

Monositler genellikle kirmizi kemik iliginden kaynaklanirlar. En biiyiik kan
hiicreleri olan monositler, eritrositlerden iki ila {i¢ kat daha biiyiiktiir. Cekirdeklerinin
sekli degisiklik gosterir, bunlar yuvarlak, bobrek seklinde, oval veya loblu olabilirler.

Genellikle bir kan 6rnegindeki 16kositlerin %3-9'unu olustururlar ve birkag
hafta hatta aylarca yasarlar (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark., 2014).

Monositler, viral, bakteriyel, fungal veya paraziter enfeksiyonlara karsi
tepkiler saglayan bagisiklik sisteminin dogal koluna aittir (Serbina, Jia, Hohl, &
Pamer, 2008; Saha, & Geissmann, 2011). Islevleri arasinda fagositoz yoluyla
patojenlerin oldiirilmesi, reaktif oksijen tlirlerinin (ROS), nitrik oksit (NO),
miyeloperoksidaz ve enflamatuar sitokinlerin iiretimi yer almaktadir (Saha, &
Geissmann, 2011). Spesifik kosullar altinda monositler, kanser ve bulasict ve
otoimmiin hastaliklar sirasinda T hiicresi tepkilerini uyarabilir veya inhibe
edebilir. Ayn1 zamanda doku onarimi ve neovaskiilarizasyonda da yer alirlar

(Nahrendorf 2007).
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2.2.8. Lenfositler

Lenfositler genellikle eritrositlerden biraz daha biiyiiktiir. Tipik bir lenfosit,
ince bir sitoplazma kenari ile ¢evrelenmis genis, yuvarlak bir ¢ekirdege sahiptir. Bu
hiicreler ~ dolasimdaki  16kositlerin =~ %25-33"inii  olustururken  yillarca
yasayabilmektedirler (Shier ve ark., 2012; Widmaier ve ark., 2014). Lenfositler T, B
ve NK olarak siniflandirilabilirler. T hiicreler ve alt gruplari hiicre aracili immiinitede
enfeksiyonlarla miicadelede ve B hiicrelere antikor iiretiminde yardim etmek gibi
stireclerde rol almaktadirlar. B hiicreler ise antikor {iretirler ve humoral immiin yanitta
hiicre dis1 mikroorganizmalarin ve mikrobiyal etmenlerin ortadan kaldirilmasina
aracilik etmektedirler. NK hiicreleri de sitotoksik etkileri sayesinde enfekte hiicrelerin
ve enfeksiyon ajanlarinin ortadan kaldirilmasini saglamaktadirlar (Abbas, Lichtman,

& Pillai, 2018).

2.3. Kan Bilesenlerinin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Kan transfiizyonu sadece gerekli durumlarda tam kan olarak yapilmaktadir.
Bunun diginda kan bilesenleri ayr1 ayr1 elde edilerek saklanmakta veya gerekli olan
kan bilegeni hastalara transfiize edilmektedir. Bilesenlerine ayrildiginda elde edilen
kan driinleri kullanildigr takdirde birden fazla hastanin farkli ihtiyaclarini
kargilamakta, ayrica kanin bilesenlerine ayrilmasi sayesinde de tek bilesene ihtiyag
duyan hastaya gereksiz voliim yiklenmesinin Oniine gecilmektedir. Kanin
bilesenlerine ayrigtirilarak kullanilmasi tedavi bagarisini artirirken yan etkilerini de
azaltmaktadir. Ayrica bu sekilde elde edilen kan iiriinleri daha uzun siire muhafaza
edilebilmektedir. Saglikli bir dondrden alinan tam kandan, eritrosit, trombosit
stispansiyonlari, taze donmus plazma ve kriyopresipitat gibi kan bilesenleri elde edilir
ve gerekli kosullarda saklanarak klinik olarak kullanima sunulur (Heper ve ark., 2022;
Oriig, & Yenicesu, 2016).

Giiniimiizde direkt tedavi veya ileriki tedavi siirecleri i¢in depolama amaciyla
kan bilesenlerinin elde edilmesinde 2 ydontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri

aferez digeri ise santrifligasyondur.
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Aferez kanin bir bileseninin alinip, geriye kalan kisminin dondre geri verilmesi
islemidir. Aferez i¢in santrifiij, filtrasyon ve adsorpsiyon teknikleri kullanilmaktadir.
Aferez ile periferik kok hiicre, graniilosit, lenfosit, trombosit {iriinleri elde
edilebilmekte ve bu sayede bilesen degisimi ve immiinoterapi tedavileri
uygulanabilmektedir (Heper ve ark., 2022; Oriig, & Yenicesu, 2016).

Santrifiigasyon isleminde, bagis¢idan tam kan alindiktan sonra kan torbasi
santrifiij edilmektedir. Bu sayede tam kan bilesenlerine ayristirilmaktadir. Kan satrifiij
edildiginde alta ¢oken boliimden ES elde edilir. Ortada kalan kisim buffy coat ve en
istte kalan kisim ise taze plazma olarak ayrigmaktadir. Buffy coat’un yeniden
ayristirtlmastyla trombosit siispansiyonu elde edilir. Taze plazma saklanmak {iizere
donduruldugunda ise taze donmus plazma admi alir. Kriyopresipitat {iriinii de taze
plazma’dan elde edilmektedir (Heper ve ark., 2022; Orii¢, & Yenicesu, 2016).

Yeni tip santrifiij sistemlerinde tam kan torbasi tam otomatik cihazlar ile
santriflij edilmektedir. Bunun sonucunda kanin biitlin bilesenleri birbirinden ayrilarak
ana torbaya bagli olan torbalara steril kosullarda aktarilir. Tam kan ve tam kandan elde

edilen kan bilegenleri Sekil 4’de gosterilmistir.

0 %

TAM KAN Santrifiigasyon

|

| | l

It J)
(3]
J; D\f\ tJ Ej
LOKOSIT TROMBOSIT PLAZMA

ERITROSIT
SUSPANSIYONU l

KRiIYOPRESIPITAT

Sekil 4. Tam kandan santrifiij sonrasi elde edilen kan bilesenlerinin temsili goriintiisii (biorender.com
kullanilarak olusturulmustur).
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Kanin saklama siiresini artirmak igin degisik antikoagiilan ve koruyucu sivi
kombinasyonlar1 denenmistir. Genellikle CPDA-1 (Citrate-Phosphate-Dextrose-
Adenine) ACD (Acid-Citrate-Dextrose) ve CPD (Citrate-Phosphate-Dextrose)
kullanilmaktadir. Ayrica sekil 5’te gosterildigi gibi CPD igeren torbalardaki ES’lere
SAG-M (Salin-sodyum kloriir, Adenin, Glukoz, Mannitol) eklenerek depolama siiresi
uzatilmaktadir. Bunlarin diginda, iilkemizde pek kullanilmayan, Adsol, Nutricel,
Optisol, MAP ve PAGGSM gibi ek soliisyonlar da mevcuttur. Bu depolama islemleri

icin ek soliisyonlar iiriinlere farkli raf dmrii kazandirmaktadir. Bunlar;
e ACD ve CPD 21 giin,
e CPDA-1 35 giin,

e SAG-M ise 42 giindiir
Trombositler ise gaz gegiren trombosit torbalar1 kullanilarak oda sicakliginda 5
giin boyunca depolanabilmektedirler. Taze donmus plazma, kriyopresipitat ve
kriyopresipitatt alinmis olan plazma ise -18 °C ile -25 °C arasinda da 3 ay
depolanabilirken, -25 ©°C’den daha soguk kosullarda 36 ay boyunca
depolanabilmektedirler (Heper ve ark., 2022; Orii¢, & Yenicesu, 2016).

—_—
TAM KAN Santrifiigasyon _ERITROSIT
(£ 450 ml) SUSPANSIYONU
+ (220 ml)
CPD
(£ 63 ml) +
SAG-M
(£ 100 ml)

Sekil 5. Kanin ek soliisyonlar ile korunmasi (biorender.com ile olusturulmustur).
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2.4. Transfiizyon

Kan transfiizyonu, sekil 6’ da gosterildigi gibi ihtiyaci olan hastaya tam kan ya
da kan bilesenlerinin damar yoluyla verilmesidir. Ozel bir doku transplantasyonu
olarak tanimlanan kan transfiizyonu 20. yiizyilin baginda kan grubu antijenlerinin ve
tipleme yontemlerinin kesfedilmesi ile tipta uygulama alanina dahil olmustur. Daha
sonra tip alaninda meydana gelen gelismelerle ve kan bilesenleriyle tedavi konusunda
da cesitli ilerlemelerin yasanmasiyla beraber kan transfiizyonu rutin olarak kullanilir
hale gelmistir (Orii¢, & Yenicesu, 2016).

Transflizyona ihtiya¢ duyulmasinin baglica nedenleri olarak kan degisimi,
eritrosit, trombosit, 16kosit, pihtilagsma faktorlerindeki eksiklikleri tamamlamak ve kan
voliimiinii yerine koymak, dokulara oksijen transportunu daha diizenli sekilde
saglamak, kanama ve koagiilasyon bozukluklarini diizeltmek olarak sayilabilir (Eder,

& Chambers, 2007).

Sekil 6. Kan transfiizyonu alan kisinin temsili goriintiisii (biorender.corﬁ kullanilarak hazirlanmigtir).

2.4.1. Transfiizyon Reaksiyonlari

Transflizyon reaksiyonlar1 ve komplikasyonlari, transfiizyon sirasinda veya
sonrasinda ortaya ¢ikabilen istenmeyen etkilerdir. Bu reaksiyonlarin bazilar1 hafif
olabilirken, bazilar1 6liimle sonuglanabilmektedir. Transflizyon reaksiyonlar1 i¢in
immiinolojik ve non-immiinolojik veya akut ya da gec reaksiyonlar gibi cesitli
siniflandirma tipleri kullamlmaktadir (Heper ve ark., 2022; Oriig, Yenicesu, & 2016).

Baslica transflizyon reaksiyonlari;
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e Akut Hemolitik Transflizyon Reaksiyonu

e Geg Hemolitik Transfiizyon Reaksiyonu

e Febril Non-Hemolitik Transfiizyon Reaksiyonu

e Alerjik Transfiizyon Reaksiyonu

e Transfiizyonla Iliskili Akut Akciger Hasar1

e Transfiizyonla iliskili Graft Versus Host Hastalig
e Transfiizyon Ile Iliskili Immiinmodiilasyon

e Bakteriyel, viral, fungal ve prion enfeksyonlar1

(Heper & ark., 2022; Oriig, & Yenicesu, 2016).

2.4.1.1. Akut Hemolitik Transfiizyon Reaksiyonu

Alictya ABO grubu uygun olmayan eritrositlerin transfiize edilmesi sonucunda
alicinin plazmasinda bulunan IgM grubu dogal izohemagliitininlerin (Anti-A, Anti-B,
Anti-A,B) damar i¢i alanda, vericinin eritrositlerini kompleman araciligi ile hemolize
ugratmasi sonucunda meydana gelmektedir. Kompleman aktivasyonunun sonucunda,
komplemanin C5’ten sonraki yolaklarinin etkinlesmesi sonucunda membran atak
kompleksi olugmakta ve bu da eritrositlerin membran biitiinliigiinii bozarak hemolize
ugramalarina neden olmaktadir. Bu agamada aktive olan kompleman proteinleri (C3,
C5) eritrositlere nonspesifik olarak baglandigindan dolayr sadece transfiize edilen ve
aliciyla uygun olmayan eritrositler degil hastanin kendi eritrositleri de hemolize
ugramaktadir. Bu olaylar sonucunda kigide bulanti, kizariklik, igne giris bolgesinde
agri, titreme ile beraber yiikselen ates, gogiiste sikisma hissi, bel, st agris,
hipotansiyon, bobreklerin zarar goérmesi nedeniyle idrar ¢ikisinin azalmasi (oligiiri,
aniiri), sok ve damar i¢indeki yogun phtilasmadan dolay1 yaygin kanamalar meydana
gelmektedir.  Akut  Hemolitik  Transfizyon  Reaksiyonundan  (AHTR)
siiphelenildiginde kisiden alinacak kanin plazmasinda hemolize bagl kirmizi renk
tespit edilebilmektedir veya hemolizin diger belirtecleri olan LDH, haptoglobin,
bilirubin gibi parametrelere bakilabilir (Heper ve ark., 2022).
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2.4.1.2. Ge¢c Hemolitik Transfiizyon Reaksiyonu

Transfiizyondan sonraki 2-10 giin i¢cinde hemoglobinde beklenen artigin
olmamas1 veya hemoglobinin diismesi, ates, hafif sariligin (5-7. giinlerde) meydana
gelmesi ile karakterizedir.

Kan transfiizyonu sirasinda alictya ABO ve Rh uygunlugu olan kan verilse de,
kendisine yabanci olan ve ¢ok sayida antijen igeren mindr kan gruplarma sahip olan
eritrositlerin transfiize edilebilecegi de unutulmamalidir. Bu yabanci eritrosit
antijenlerinin antikor olusturma yetisine ve hastanin immiin sistemine bagl olarak
mindr kan grubu antijenlerinin bazilarina karsi hastada antikor gelisimi ortaya ¢ikar
(alloantikor). Boylelikle IgG ile kaplanmig olan eritrositler, karaciger ve dalakta
bulunan makrofajlar tarafindan fagosite edilirler bu sayede hemoliz damar iginde
gerceklesmemis olur. Kompleman aktivasyonunun sinirli miktarda olmasi ve
hemolizin damar igerisinde gergeklesmemesi sayesinde de AHTR’deki organ hasari
ve sok ile sonuclanan sistemik enflamatuvar yanmit ge¢ hemolitik transfizyon

reaksiyonunda (GHTR) ortaya ¢ikmaz (Heper ve ark., 2022).

2.4.1.3. Febril Non-Hemolitik Transfiizyon Reaksiyonu

Eritrositlerin hemolizine bagli olmayan ve kan verilmesini takiben 2 saat iginde
hastada viicut sicakligimin 1 °C ve daha fazla artmasina neden olan atesli transfiizyon
reaksiyonudur. Febril Non-Hemolitik Transfiizyon Reaksiyonu (FNHTR) goriilme
orani kan irliniiniin tiiriine, 16kositten arindirilmalarina ve hastanin kan alma sikligina
gore degisir. Uriindeki 1dkositler ve ldkositlerden salinan sitokinlerle dogrudan
iliskilendirilmistir. Eritrosit transflizyonlarmin %0,5-6’sinda goriiliirken trombosit
transfiizyonlar1 alanlarda FNHTR %1-38 oraninda artmaktadir.

Buffy-coat uzaklastirilmig olan eritrosit slispansiyonlarinda ise ates goriilme
oranlar1 belirgin olarak azalmistir. FNHTR’yi 6nlemedeki en etkili yontem 16kosit

filtrasyonu olarak goriilmektedir (Heddle, 1999; Heper ve ark., 2022).
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2.4.1.4. Alerjik Transfiizyon Reaksiyonu

Bu reaksiyonlar, transflizyonlarin %1-3’linde olugmaktadir. Cogunlukla
irtiker, kasintt ve deri dokiisii tarzindaki belirtilerin olugmasi ile kendini
gostermektedir. Fakat bazen bronkospazm, anjiondrotik 6dem ve anaflaktik sok ile de
aci8a c¢ikabilmektedir. Alerjik reaksiyonlarin plazma proteinlerinden ve plazmada
bulunan ilag, gida ve diger maddelere karsi olusabilecek duyarliliktan dolay1 meydana
geldigi diistiniilmektedir. Anaflaktik reaksiyon ise siklikla IgA eksikligi olan ve anti-
IgA gelistirmis alicilarda olusmaktadir (Delaney ve ark., 2016; Heper ve ark., 2022).

2.4.1.5. Transfiizyonla iliskili Graft Versus Host Hastahg

Nadir olmakla beraber mortalitesi son derece yiiksek olan transfiizyonla iligkili
graft versus host hastaliginin (Ti-GVHH) nedeni bagisci lenfositlerinin (bagis¢inin T
lenfositleri) aliciya yerlesip, ¢ogalmasi ve dokularini harap etmesidir (Dwyre, &
Holland, 2008; Heper ve ark., 2022). Normalde immun sistemi yeterli derecede ¢alisan
bir alicida, bagiscidan gegen T lenfositler, alictya yabanci olan doku antijenlerini
tagidiklarindan dolay1 yok edilirler. Ancak alicida bunu yapamayacak derecede bir
immiin yetmezlik mevcutsa, bagiscinin T hiicreleri alicinin dokularina ve 6zellikle de
kemik iligine yerleserek (engraftman) cogalir ve bu nedenle alicinin dokularini
yabanci olarak algilayip tahrip etmeye baslar. TI-GVHH riski; transfiize edilecek olan
kan bilegenindeki lenfositlerin miktarina ve canliligina, alicidaki immiinsupresyonun
varligi veya yogunluguna ve bagisct ile alici arasindaki HLA antijenlerinin
benzerliginin derecesine baglidir. Doku ve organ transplantasyonlarindan sonra da
GVHH gelisebilmesine ragmen transflizyonla iliskili olan GVHH ¢ok daha agir
seyreder. Organ transplantasyonu ile ortak olarak transfiizyonda gelisen GVHH de de
gastrointesinal sistem, karaciger ve cilt tutulumu meydana gelmektedir. Ancak Ti-
GVHH’de en 6nemli fark, kemik iligi tutulumunun olusmasidir. Bunun sonucunda da
agir seyreden ndtropeni, trombositopeni ve anemi goriilmektedir (Dwyre, & Holland,
2008).

Bunlarin 6niine gegebilmek adina transfiize edilecek olan bilesenin i¢indeki

lenfositlerin cogalma yetenegini yok edecek dozda gama 1sinlamas1 yapilmaktadir. Bu
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lenfositler fonksiyonel olarak aktivitesini korusa da cogalamadiklarindan dolay1
alicinin dokularmi infiltre edemeyecek ve TIGVHH meydana gelmeyecektrir. Bu
uygulama ile risk grubunda yer alan hastalara yapilacak transfiizyonlar i¢in eritrosit,
graniilosit ve trombosit siispansiyonlari 1silanarak hastalara transfiize edilmektedir

(Dwyre, & Holland, 2008; Heper ve ark., 2022; Riihl, Bein, & Sachs, 2009).

2.4.1.6. Transfiizyonla fliskili Akut Akciger Hasar

Siklikla TRALI (Transfusion Related Acute Lung Injury) seklinde
adlandirilmaktadir. Kan bileseni alirken veya aldiktan sonraki 6 saat icerisinde
solunum sikintis1 gelisen bir alicida, hipoksi bulgularinin ve iki tarafli akciger
infiltratlarii bulunmasi TRALI’'mi disiindiirmelidir. Bagiscidan gelen I6kosit
antikorlarinin (anti-HLA ve human nétrofil antikorlar) alict 16kositleri ile reaksiyona
girdikten sonra, pulmoner mikro dolasimda damar gecirgenligini bozan 16kosit
agregatlar1 olusturmasi ile TRALI meydana gelmektedir. Calismalar plazmasi fazla
olan bilesenlerin plazmasi az olanlara gore 5-8 kat daha fazla TRALI riski
olusturdugunu gostermektedir. Dolayisiyla donmus plazmanin TRALI riski daha
fazladir. Ayrica ¢ok fazla dogum yapmis olan kadmnlarin kan bagis1 yapmalarinin
TRALI olasiligini arttirdigini saptanmustir, bununla ilintili olarakta ingiltere’de erkek
bagiscilarin plazmalarinin transfiizyon i¢in tercih edilmeye baslanmasi sonucunda da
TRALI insidansinda belirgin bir diisiis gdzlenmistir (Chapman, 2009; Heper & ark.,
2022; Miiller, van Stein, Binnekade, van Rhenen, & Vlaar, 2015; Schmickl, 2015).

2.4.1.7. Transfiizyon ile iliskili Immiinmodiilasyon ve Olas1 Mekanizmalari

TRIM, allojeneik kan transfiizyonu sonucunda alicinin immiin sisteminde
meydana gelen degisiklikleri ve bu degisikliklerin sonug¢larini tanimlamaktadir (Bal,
& Oral, 2016). Daha once de belirtildigi gibi TRIM;

« Kanser niikslerinde artis meydana gelmesi,
* Crohn hastaliginin niiks hizinin azalmasi,
* Greft Omriiniin uzamasi,

* Tekrarlayan diisiik sikliginin azalmasi,
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» Ameliyat sonrasinda meydana gelen bakteriyel enfeksiyon sikliginin artmasi,

* Kisa donem mortalite olasiliginda bir artis meydana gelmesi

* Baz1 latent enfeksiyonlarin yeniden aktivite kazanmasi gibi bir¢cok duruma yol
acabilmektedir (Vamvakas, & Blajchman, 2007; Bilgin, & Brand, 2008).

Ortaya c¢ikan sonuglara bakilarak TRIM etkisinin, kan bileseni igerisinde
bulunan lokositler, depolanma siirecinde bilesen icerisinde biriken biyolojik yanit
diizenleyiciler ve immiinolojik mediyatdrler (BYD-IM) veya allojeneik plazmada
bulunan ¢oziinir HLA (¢HLA)’lar aracilifiyla meydana gelebilecegi One
sortilmektedir (Vamvakas, & Blajchman, 2007).

Cogu kisi tarafindan ES transflizyonunu takip eden olumsuz olaylarin
nedeninin, depolama sirasinda bir dizi enflamatuar protein salgilayan l1okositler oldugu
varsayllmaktadir (Karsten, & Herbert, 2020) ve bununla ilintili olarak allojeneik
MNH’lerin 6zel yontemler kullanilarak kan bileseni iginden uzaklastirilmadiklari
siirece transfiizyon ile aliciya gecerek TRIM etkisinin olusumuna katildiklarini
gosteren ¢alismalar bu ongoriyli desteklemektedir (Blajchman, Bardossy, Carmen,
Sastry, & Singal, 1993; Bordin, Heddle, & Blajchman, 1994). Benzer sekilde BYD-
IM’lerin depolanma siiresine bagli olarak siipernatan igerisinde birikerek TRIM
gelisimine  katildiklarmi ve  ES  siipernataninda  biriken = ¢HLA-1’lerin
immiinsiipresyona yol actigini gosteren yayinlarda bu ongoriiye destek saglayan
caligmalara Ornek gosterilebilirler (Baumgartner, Silliman, Moore, Banerjee, &
McCarter, 2009; Ghio, 1999; Nielsen, 1996).

Hem 16kositleri hem de onlardan salinan sitokinleri igerecek bir ES’nin
transfiizyonunun  zararli bir bagisiklik reaksiyonuna neden olabilecegi
distiniildiigiinden dolay1 1990'larin sonlarinda, Kanada ve birkag Bat1 Avrupa iilkesi,
depolama Oncesi filtrasyon yaparak hiicresel kan bilesenlerinden 16kosit azaltimini
uygulamaya koydu daha sonralar ise l6kositten arindirilmis kanin transfiizyonda
kullanim1 yayginlasmistir (Vamvakas, & Blajchman, 2007).

Lokosit azaltim1 depolama dncesi 16kosit azaltim1 ve depolama sonrasi 16kosit
azaltimi olarak iki sekilde yapilmaktadir ancak depolama oncesi 16kosit azaltim1 kan
bilesenleri hazirlanirken yapildigindan dolayr 16kositlerin depolanma siireci boyunca
immiinmediyatorleri salgillamast ve bu mediyatorlerin iiriin i¢inde birikimi

engellenmis olur. Depolama Oncesi 16kosit azaltiminin ES igindeki sitokin diizeyini
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azalttig1, zarar verici ve immiinomodiilator etkileri engelledigi yapilan ¢aligmalarla da
gosterilmistir (Shanwell, Kristiansson, Remberger, & Ringdén, 1997; Hodge, Nairn,
Holmes, Reynolds, & Hodge, 2007).

Depolama sonrasi 10kosit azaltim islemi ise ES transflizyon amaciyla aliciya
gonderilmeden hemen Once veya hasta baginda 10kosit filtrelerinden gegirilerek
yapilir. Bu yolla transfiizyon sirasinda aliciya gegen lokositler azaltilabilir ancak
depolanma siireci boyunca ES i¢inde bulunan l6kositlerden salinarak ES’nin iginde
birikecek olan mediyatdrler islemin etkinliginin azalmasina neden olabilirler (Orii¢, &
Yenicesu, 2016).

Lokosit azaltmanin kanitlanmis faydalar1 arasinda hemolitik olmayan
atesli transflizyon  reasyonlarimin  ve HLA alloimmiinizasyonunun  dnlenmesi
ile sitomegaloviriis enfeksiyonunun transfiizyon ile iletiminin Oniine gecilmesi yer
almaktadir (Simon, & Morris, 2009). Ancak 16korediiksiyon ile immiinmodiilatuvar
bazi etkilerin engellenebildigini gosteren ¢alismalarm (Bilgin ve ark., 2011; Blumberg
ve ark., 2007; Friese, Sperry, Phelan, & Gentilello, 2008; Hébert ve ark. 2003; van de
Watering ve ark., 1998) yanisira engellenemedigini gosteren c¢aligmalar (Phelan,
Sperry, & Friese, 2006; Vamvakas & Blajchman, 2000, 2007) da mevcuttur.

Su anda, ES kullanimdan 6nce 42 giine kadar +4 °C'de depolanabilmektedir ve
depolamanin da TRIM lezyonlarina neden olabilecegine dair ¢alismalar yapilmistir
(Hess, 2006). Bu ¢aligmalardan bazilar1 depolanan kanin sitokin salinimi konusuna
odaklanmig ve sitokin saliimmin torba igerisindeki hiicreleri ve aliciy1
etkileyebilecegini gostermistir (Chudziak ve ark., 2009; Weisbach, Wanke, Zingsem,
Zimmermann, & Eckstein, 1999). Bu nedenle, ES transflizyonu ile meydana
gelebilecek reaksiyonlarin ¢ogunun nedeni hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen,
uzun siireli saklama sirasinda eritrositlerde meydana gelen deformasyonlardan dolay1
degisime ugramig bu hiicrelerin bir tedavi aracit olarak kullanilmasima iliskin
tartigmalar devam etmektedir (Glynn, 2010). Daha eski (deforme olmus) ES’lerin
transfiizyonu ile olumsuz olaylarin meydana gelmesi arasinda korelasyon bildiren
bir¢ok ¢alisma varken (Hod ve ark., 2010; Karam ve ark., 2010) depolama siiresinin
higbir etkisinin olmadigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Patterson ve ark., 2015).

Depolama sirasinda eritrositlere tam olarak ne oldugunu belirlemek i¢in birgok

analiz yapilmistir. Bu hiicrelerin morfolojisinin saklama siiresince biiyiik Olciide
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degistigi ve hemolize daha duyarli olduklar1 bilinmektedir (Barshtein ve ark., 2014).
Ayrica, bu hiicrelerin depolama sirasinda oksidatif hasara ugradigini ve yaslanmis
eritrosit niteligi almaya basladigin1 6ne siiren bir dizi ¢aligma da bulunmaktadir
(Kriebardis ve ark., 2008). Yapilan bir ¢alismada transfiizyondan 6nce ES depolamak
icin kullanilan kosullara benzer sekilde 4 °C'de uzun siireli saklama
sirasinda eritrositlerin -~ glikokaliksinde bozulmalar gézlemlenmistir (Halbhuber,
Gliesing, Stibenz, & Makovitzky, 1984; Neu, Sowemimo-Coker, & Meiselman, 2003).

Allojenik kan transfiizyonu, bilinmeyen bir mekanizma ile transfiize edilen
alicilarda immiinosupresyonada aracilik etmektedir. CD4" CD25" Foxp3 ™" diizenleyici
T hiicreleri (Treg) travma magdurlarinda, kanser hastalarinda ve transplant alicilarinda
immiinosupresyonda merkezi bir role sahiplerdir. Transfiizyonla iliskili
immiinosupresyonun kismen Treg'lerin indiiklenmesinin aracilik ettigini ve bu
indiiksiyonun depolama Oncesi l16korediiksyonla ve depolama siiresiyle azalabilecegi
varsayilarak yapilan bir caligma, paketlenmis ES stipernataninin spesifik olarak
CD25" Foxp3" CD4" olan Trg hiicrelerini indiikledigini ancak bu indiiksiyonun
depolama siiresi veya lokosit azaltma ile degismedigini gostermektedir.
(Baumgartner, Silliman, Moore, Banerjee, & McCarter, 2009).

Gafter ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir deney, kan transfiizyonlarinin
neden oldugu immiinosupresyondan sorumlu mekanizmalara 1gik tutmustur. Bu
caligmada, kan transfiizyonu sonrasi son donem bobrek hastaligi olan hastalarda
immiinolojik parametreler incelenmistir. Kan transflizyonundan sonraki dort saat
icinde periferik kan monositleri tarafindan prostaglandin E2 (PGE2) sekresyonunun
artis1 ve periferik kanda baskilayici fenotipte CD8" T hiicresi popiilasyonunun ortaya
ciktigini gostermislerdir. Ayrica CD8" T hiicreleri ¢ogalip transfiizyondan dort giin
sonra zirveye ulagtigi, CD4" T hiicrelerinin ise azalma egiliminde oldugu bulunmustur
(Gafter, Kalechman, & Sredni, 1992). Yapilan ¢aligmalara bakilinca PGE2’nin
baskilayici CD8" T hiicrelerini indiikleyebilen (Chouaib, Chatenoud, Klatzmann, &
Fradelizi, 1984; Fischer, Le Deist, Durandy, & Griscelli, 1985) ve CD4" T
hiicrelerinin de Th2 benzeri bir fenotipte gelismesini saglayan lipit aracisi oldugu
goriilmektedir (Claas, Roelen, van Rood, & Brand, 2001; Fast, 1996; Gafter,
Kalechman, & Sredni, 1996).
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Bunlarin disinda TRIM’a neden olabilecek yapilar olarak ekstraselliiler
vezikiiller (EV) ve eksozomlardan da siiphelenilmektedir. EV ve eksozomlarin
depolama siireci boyunca degisimleri veya bunlarin bazi immiin sistem hiicreleri
tizerindeki etkileri kisitli da olsa incelenmistir. Depolama siiresi uzun olan kani alan
hastalarda transflizyonun, immiinomodiilasyona katkida bulunabilecegi ve EV'lerin
transfiizyon alicilarinda immiin modiilasyonun kilit aracilari olabilecegi de ileri
stiriilmiistiir (Azarov ve ark., 2011; Baek ve ark., 2012; Hogman, & Meryman,
1999; Gladwin, & Kim-Shapiro, 2009; Vamvakas, & Blajchman, 2007).

Danesh ve ark. (2014) yapmis oldugu bir calismada ES igerisindeki
eksozomlarin TNF-a iiretimini indiikledigini gostermistir. EV'ler ise T hiicresi, B
hiicresi, monosit ve NK hiicre popiilasyonlarinin sagkalimini belli bir dereceye kadar
arttrmustir. EV'ler PHA stimiilasyonu ve monosit varliginda CD4"ve CD8' T
hiicrelerinin proliferasyonunu da arttirmistir (Danesh ve ark., 2014).

TRIM’in nedenine yonelik biitin bu c¢aligmalar ile ortaya konulan farkli
yaklagimlar ve sonuglara bakilinca, depolama siiresi ve 16kosit azaltiminin yanisira
TRIM’in nedeni olabilecek diger hiicresel veya mekanizmasal etkilere dair daha fazla

kargilastirmali ¢aligma yapilmaya ihtiya¢ oldugu agiktir.

2.5. T Hiicre

T hiicreler kemik iliginde iiretildikten sonra gelisim ve se¢ilim alanlar1 olan
timusa go¢ etmektedirler. Burada bulunan naif T hiicreler yabanci antijenlere yanit
verebilen ve kendi antijenlerine karsi tolerans saglamalarina aracilik eden bir
secilimden gecerler. Kendi antijenlerine yanit veren veya yabanci antijenlere yanitsiz
kalan T hiicreler elimine edilir. Segilim isleminin sonunda saglikli T hiicreler CD4",
CD8" ve Trg gibi alt populasyonlara ayrilirlar ve timustan dolagima ¢ikarlar (Germain,
2002; Klein, Kyewski, Allen, & Hogquist, 2014; Kondo, Takada, & Takahama, 2017).

Bagisiklik tepkilerinin, homeostazin ve hafizanin olusturulmas: ve
strdiiriilmesi T hiicrelerine baghdir. T hiicreleri, patojenlerden, tiimorlerden ve
cevreden cesitli antijenleri tanima potansiyeline sahip bir reseptor ifade eder ve ayrica
immiinolojik hafizay1 ve kendi kendine toleransi siirdiiriir. Ancak T hiicreleri birgok
enflamatuar ve otoimmiin hastaligin da ana itici giicleri olarak da rol oynamaktadirlar

(Kumar, Connors, & Farber, 2018).

23



Ilk yillarda, insanlar birgok antijenle ilk kez karsilastiklarinda, T hiicreleri
birden ¢ok akut enfeksiyon i¢in patojen temizligine aracilik eder, hafiza tepkileri
gelistirir ve zararsiz yabanci antijenlere karsi tolerans olusturur. Cocukluktan sonra, T
hiicre boliinmesi daha az akut enfeksiyon ve azaltilmig bellek iiretimi ile daha
kararlidir. Onlarca yillik yetiskin yasami boyunca, T hiicreleri, kronik enfeksiyonlar1
kontrol ederek, kanser hiicrelerini izleyerek ve uygun immiin regiilasyonu siirdiirerek
dokularda homeostazi korur. Son olarak, ileri yasta T hiicresi islevinde bir diisiis ve
buna karsilik gelen enfeksiyon, kanser ve otoimmiiniteye kargi artan bir duyarlilik

vardir (Goronzy & Weyand, 2017; Saule ve ark., 2006).

2.5.1. T Hiicrelerin Aktivasyonu

T hiicreler, T hiicresi reseptdriine (THR) antijenin baglanmasi ve sinyal iletimi
ile aktiflesirler. Bunlar ¢0ziiniir antijenlere karsi reaksiyon gosteren B hiicrelerinin
aksine, antijen sunan hiicrelerin yiizeylerinde sunulan peptidlerle uyarilirlar. Antijen
sunan hiicrelerce alinan antijenik yapilar bu hiicrelerin igerisinde islenerek kiigiik
peptitler haline getirilir ve major histokompatibilite kompleksinin (Major
Histocompatibility Complex, MHC) protein oluguna baglanarak hiicre ylizeyinde
sergilenirler. Antijenik peptidin aminoasitleri ve MHC molekiiliiniin residiileri THR
icin ligant gorevi gormektedir. Bdylece Peptid-MHC kompleksinin THR’ne
baglanmasi sonucunda T hiicre aktivasyonuna yol agacak bir dizi biyokimyasal olay
tetiklenir. (Abbas ve ark., 2018).

Antijen sunan hiicrelerde (ASH) MHC I ve MHC II olmak tizere iki ayrt MHC
yapist bulunmaktadir. Eksojen antijenik yapilarin sunulmasinda MHC II gorev
almaktadir. Ayrica MHC II CD4" T hiicrelerine antijen sunumu yapmaktadir (Abbas
ve ark., 2018; Bryant, Lennon-Duménil, Fiebiger, Lagaudriére-Gesbert, & Ploegh,
2002). Endojen antijenik yapilarin, 6zellikle viriisle enfekte hiicrelerdeki antijen
sunma gorevini ise MHC I yapmaktadir ve bu da antijeni CD8" T hiicrelere
sunmaktadir (Abbas ve ark., 2018; Hewitt, 2003).

Antijen sunum cesitliligi ti¢ farkli MHC simif I alleli (HLA A, B, C) ve smf 11
allelinin (HLA DR, DP, DQ) ekspresyonu ile arttirtlir. MHC siif-I ve siif-II

antijenleri profesyonel antijen sunucu hiicrelerde bulunur ve T hiicre reseptori ile
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etkilesime girerek bu hiicrelere ilk sinyalin iletilmesini saglar (Abbas ve ark., 2018).
Ancak T hiicre aktivasyonu i¢in THR ve es-uyaran reseptorii araciligi ile olmak {izere
iki sinyale birden gereksinim duyulmaktadir. Bu es uyaran yapilarindan en ¢ok bilineni
CD28 yiizey proteinidir. Sekil 7°de gosterildigi gibi antijen sunumu sirasinda CD28
es-uyarani ile T hiicrenin aktive olmasi ve proliferasyonu gergeklesirken, es-uyaran
CTLA-4 olunca Teg fenotipli hiicre olusup T hiicre supresyona yonlendirilmektedir.
CD28, THR uyarmmli yolaklari, 6zellikle de fosfotidilinositol-3 kinaz1 aktiflestirir.
Eger CD28 sinyali olmazsa THR ile MHC baglanmasi T hiicrelerinde anerji ad1 verilen
bozuk fonksiyonel duruma yol acar ve T hiicreleri kendisine sunulan antijenik yapiya
kars1 yanitsiz kalir (Salomon, & Bluestone, 2001).

T hiicre yiizeyinde ifade edilen CD25, CD69 ve CD154 ise T hiicrelerin
aktivasyonu ile artig gdsteren ylizey belirtegleridir (Shipkova, & Wieland, 2012).
Bu belirteclerden CD25, IL-2 i¢in olusan reseptér kompleksinin alt-birimlerinden
birtanesidir. T hiicrelerin erken aktivasyon donemlerinde ifade edilir ve uzun siire
hiicrelerin yiizeyinde kalir. CD25 reseptorii CD4 " Treg’lerin lizerinde de gorillmektedir
(Sun, Wu, & Yi, 2012; Suto ve ark., 2001). CD69 ise T hiicrelerin ylizeyinde en erken
aktivasyon belirteci olarak ifade edilmektedir (Borrego, Robertson, Ritz, Pefia, &
Solana, 1999). CD154 (CD40L) de aktivasyonu sonucunda ifade edilirken, 6zellikle
yardimc1 T hiicrelerin ylizeyinde belirmektedir ve bu belirtecin ifadesi genellikle kisa
sureli ve gegicidir. CD40 reseptorii tasiyan ve CD154 ile aktiflesen makrofajlar, B
hiicreler ve endotel hiicrelerinin etkinligini artirmaktadirlar. CD154 ile aktive olan bu
hiicrelerin CD80, CD86 ve HLADR ekspresyon diizeylerinde de artislar goriilmektedir
(Grewal, & Flavell, 1998; Xu, & Song, 2004).
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THR MHCII MHC Il THR

Sekil 7. T hiicrelerin Dendritik hiicrelerin antijen sunmasi ile proliferasyon veya supresyona
yonlendirilmesi. MHC 11, major histocompatibility complex: major histokompatibilite kompleksi; THR,
t hiicre reseptorii; CD, cluster of differentiation: farklilasma kiimesi; Treg, ¢ regulatory cell: diizenleyici
t hiicresi; CTLA-4, Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4. sitotoksik T-lenfosit iligkili antijen 4.
Abbas ve ark. (2018)’dan esinlenilerek (biorender.com ile olusturulmustur).

2.5.2. T Hiicre Alt Gruplan

CD4" T hiicreleri, patojenlere kars1 diizenlenmis etkili bir bagisiklik tepkisi
elde etmede ¢cok dnemli olan adaptif bagisiklik sisteminin benzersiz bir dalin1 temsil
eder ve bunlarin diizglin ¢aligmasi hayatta kalmak i¢in biiylik 6nem tagsir. Sekil 8’de
gosterildigi gibi T hiicreler farkli sitokinler sayesinde fenotiplere ayrilirlar. Boylece
hem dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin hemde adaptif bagisiklik hiicrelerinin
fonksiyonlarini modiile ederler (Luckheeram, Zhou, Verma, & Xia, 2012). Ancak sekil

8’ de gosterilenlerin diginda yeni yeni kesfedilen T hiicre alt gruplar1 da mevcuttur.
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Sekil 8. T hiicre alt gruplar1 ve sitokin tiretimi. MHC 11, major histocompatibility complex: major
histokompatibilite kompleksi: THR, t hiicre reseptorii; CD, cluster of differentiation: farklilagma
kiimesi; APC, antigen presenting cell: antijen sunan hiicre; [FNy, interferon gamma, interferon gama;
IL, interleukin: interlokin; Th, T helper: yardimc1 T; TNF-o, tumor necrosis factor-a: timdr nekroz
faktor; TGF- B, transforming growth factor-beta: transforme edici biiylime faktorii beta (bioender.com
kullanilarak olusturulmustur).

2.5.2.1. Th1 Hiicreler

Thl (t helper; t yardimci) hiicreler CD8" T hiicrelerini, NK hiicreleri ve
makrofajlar1 aktiflestirerek hiicre i¢i patojenlerle karsi savagsmaktadir. Ayrica Thl
hiicreleri B hiicrelerinden IgG2a antikor iiretimi i¢in immunglobulin sinif dontisiimiinii
uyarir bu sayede viriis ve hiicre dis1 bakterilerin viicut igerisinden temizlenmesini de
saglar. Thl farklilasmasindaki en 6nemli sitokinler IFN-y ve IL-12’dir. IFN-y dogal
immiin sistem hiicrelerinden salgilanarak sinyal iletici ve transkripsiyon 1
aktivatoriinii (STAT1) aktiflestirerek T-bet’i diizenler ve Thl farklilagmasini
giiclendirir. Aktif ASH ve diger immiin sistem hiicrelerinden iiretilen IL-12 ise IFN-y
iiretimini giiglendirir. T-bet Thl farklilagma ve fonksiyonlar: ile iligkili anahtar
transkripsiyon faktoriidiir. T-bet eksik T hiicreleri Thl hiicrelerine farklilasamaz.

Efektor Thl hiicreleri IFN-y, TNF—a gibi proinflamatuvar sitokinler tireterek CD8+ T
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hiicreleri, NK hiicreleri ve makrofajlar1 uyarirlar. Bu nedenle Thl fonksiyonlar
dengelenmezse inflamatuvar hastaliklar ve doku hasar1 ortaya ¢ikabilir (Williams, &

Bevan, 2007).

2.5.2.2. Th2 Hiicreler

Th2 hiicreler hiicre dis1 parazitlere karsi immiin yanitta kritik role sahiptirler
ve IL-4, -5 ve -13’lin {iretiminden sorumludurlar. Paraziter enfeksiyonlarin girig yeri
olan deri, akciger ve bagirsaklardaki epitelyal hiicreler parazit iirinlerini taniyarak
timik stromal lenfoprotein, 1L-4, IL-25 ve IL-33 dahil Th2 tipi sitokinleri iiretir. Bu
sitokinler dogal immiin sistem hiicrelerini 6rnegin bazofil ve dendritik hiicreleri etkiler
veya dogrudan naif T hiicrelerinin Th2’ye farklilagmasini saglar. IL-4 reseptorii ile
etkileserek STAT6’y1 aktiflestirir. STAT6 aktivasyonu niikleer translokasyon ve
GATA3 denilen transkripsiyon faktoriiniin indiiksiyonunu giiglendirir. GATA3 Th2
hiicrelerinin farklilagmasinda baslica diizenleyicidir. GATA3 IL-4, -5, -13’1 kodlayan
genleri de kapsayan Th2 lokusuna baglanarak ve aktiflestirerek Th2 sitokin iiretimini
diizenler. GATA3 fonksiyonu bozuldugunda Th2 farklilasmasi ger¢eklesmez. Fare
caligmalart THR’iin peptid ligandlarina afinitesi azaldiginda azalan uyarimin Th2
hiicre farklilasmasina yol actigini gosterdi. Es-uyarimdaki farkliliklarda Th2 yolagina
farklilasmay etkiler. CD28 veya CD80/86 eksik farelerde Th2 cevabi da bozuktur.
Olgun Th2 hiicreleri tarafindan iiretilen IL-4, antijenle karsilasma sonrasi daha fazla
naif T hiicresinin Th2 hiicresine farklilasmasini tegvik etmektedir. Th2 hiicrelerinden
iiretilen IL-5 eozinofilleri toplar ve Th2 kaynakli IL-13 de asir1 duyarhiliginin artigina
neden olur. Asir1 Th2 yaniti alerji ve havayolu duyarlilig: ile iligkilidir (Wan, &
Flavell, 2009).

2.5.2.3. Th9 Hiicreler
Yardimer T hiicrelerinin yeni liyesidir ve yiiksek miktarda IL-9 ve IL-10
uretiminden sorumludurlar. Th2 hiicrelerine benzer olsalarda IL-9 {iretimi ile onlardan

ayrilirlar. Th9 hiicrelerinin helmintlere karsi gosterilen ilk yanitta etkili oldugu

diistiniilmektedir (Dardalhon ve ark., 2008).
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2.5.2.4. Th17 Hiicreler

IL-17 fdreten hiicreler hiicre dis1 bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin
kontroliinde 6nemli role sahiptirler. Asir1 yanitlilik durumunda kaldiklari zaman
psoriasis, romatoid artrit ve crohn hastalig1 gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezinde
rol oynamaktadirlar ve IL-17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22 dahil olmak iizere
proinflamatuvar sitokinler {iretirler. IL-23, Th17 hiicreler i¢in 6nemli bir diizenleyici
gorevi iistlenmektedir. Insanlarda IL-6, IL-1 veya IL-23 Thl7 farklilasmasi
farklilagsma i¢in yeterli olmaktadir (Wan, & Flavell, 2009).

2.5.2.5. Th22 Hiicreler

Th22 hiicreleri CD4+ T hiicrelerinin son yillarda kesfedilen yeni bir alt
tiplerinden biridir. Th22 hiicreleri ylizeylerinde CCR4, CCR6 ve CCR10 kemokin
reseptorlerini eksprese ederler ve major sitokini IL-22 olamas ile birlikte, IL-13, IL-
26 ve TNF-a da salgilarlar. Diger CD4 alt gruplarimin aksine IL-17, IL-4 ve IFN-y
salgilamazlar., IL-1/3, TNF-a ve IL-6 tarafindan indiiklenen CD4+ T hiicreleri
Th22’ye farklilasir. Inflamatuar bagirsak hastalig1, alerjik astim, sistemik skleroz ve
romatoid artrit gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarda IL-22'nin iiretiminin arttig1
goriilmiistiir. Ancak hastaligin evresi ile ilgkili olarak hem koruyucu hem de patojenik

olabilirler (Gong, Zhan, Liang, He & Cui, 2021; Jia, & Wu, 2014).

2.5.2.6. Treg Hiicreler

CD4" T hiicrelerinin 6nemli bir alt grubu olusturan Trg’ler peptid-MHC
kompleksi ve es-uyaran varliginda uyarilan aktif T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve sitokin
iiretimini baskilarlar. Treg’ler iki sekilde ortaya ¢ikarlar. Dogal Treg (nTreg) timustaki
gelisim asamalar1 sirasinda fonksiyon kazanir, indiiklenebilir Treg (iTreg) ise periferde
naif CD4" T hiicrelerin farklilasma agamasinda gelismektedir. Hem nTre, hem de iTreg
transkripsiyon faktorii Foxp3’iin ekspresyonu ve bununla birlikte CD25 yiizey
ekspresyonu ile karakterizedirler. Treg’ler immiin regiilasyon o6zelliklerini IL-10 ve
TGF-B gibi baskilayici sitokinlerin salinimi, IL-2’nin lokal konsantrasyonunun

ortadan kaldirilmasi ile gergeklestirirler (Sakaguchi, 2004).
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2.5.2.7. CDS8" Sitotoksik T Hiicre

CD8" sitotoksik T lenfositler (STL) patojenle enfekte veya malign doniisiime
ugramis konak hiicrelerini 6ldiiriirler. STL ile hedef hiicre arasinda immiinolojik
sinaps benzeri bir yapt meydana gelmektedir. Sekil 9°da gosterildigi gibi STL
Ozellesmis graniiller igerir ve bu graniillerini dogrudan hiicre temasi ile ortama salar.
Bu graniiller modifiye lizozomlar olup perforin, granzim ve granulozin gibi efektor
proteinleri igerirler. Perforin hedef hiicrenin sitozoliine granzimlerin gegisini
kolaylastirir. STL IFN-y, TNF-o ve IL-2 gibi sitokinleri iiretir. IFN-y, viral
replikasyonu baskiladigi gibi ayn1 zamanda MHC 1 ekspresyonunu tetikler ve STL
iizerinde THR uyarimi yetenegini arttirir. Ayrica makrofajlarin aktivasyonu igin

TNF—a ile sinerjik bir etki gostermektedir (Williams, & Bevan, 2007).

ucre reseptor

kompleksi
° I Y p)
Sitotoksik T . -\TNF_“/V
cresi o) o Oldiiriilen
(efektor) . S kanser hiicresi

2
Sekil 9. Sitotoksit T hiicrelerin tiimdr hiicresini 6ldiirmesi. PFN: perforin, GzmB: granzim B, IFN:
interferon gamma: interferon gama, TNFa: tumor necrosis factor-a: timor nekréz faktor- a
(biorender.com kullanilarak olusturulmustur).

2.5.2.7.1. Tcl Hiicreler

IL-12 ile uyarilan Tcl hiicreler (t cyfotoxic; t sitotoksik) sitotoksik aktivite
gosterir ve timor hiicrelerini ve hiicre ici patojenleri barindiran hiicreleri 6ldiirtir

(Croft, Carter, Swain, & Dutton, 1994). islevsel olarak Tc1 hiicreleri, yiiksek, granzim
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B, IFN-y ve TNF-a seviyeleri ve IL-4, IL-9 ve IL-17 sitokinlerinin diisiik ekspresyonu
ile tammlanirlar (Mittriicker, Visekruna, & Huber, 2014).

2.5.2.7.2. Tc2 Hiicreler

Azalan IFN-y iretimi ile birlikte IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi tip II sitokinleri
iiretmeleri ile bilinirler (Mingari ve ark., 1984; Mittriicker ve ark., 2014; Seder ve ark.,
1992). Tc2 hiicreleri ayrica yiiksek seviyelerde granzim B ifade eder ve giigli
sitotoksik etki gosterir (Kemp & Ronchese, 2001). Bu hiicrelerin, IgE iiretimini ve
eozinofiller gibi patojenik hiicrelerin toplanmasini tesvik edebilen bol miktarda tip II
sitokin salgiladig1 g6z ontine alindiginda, Tc2'ler, 6zellikle solunum yollarinda alerji
tepkilerine aracilik etmede 6nemli bir role sahiptir (Hilvering ve ark., 2018; Schaller,

Lundy, Huffnagle & Lukacs, 2005).

2.5.2.7.3. Tc9 Hiicreler

Daha yakin zamanda agiklanan Tc alt tiplerinden biri olan, IL-9 iireten ancak
nispeten az [FN-y iireten Tc9 hiicrelerdir (Lu ve ark., 2014; Visekruna ve ark., 2013).
Tcl ve Tc2 hiicrelerinden farkli olarak, Tc9 hiicreleri, kismen, sinirli granzim B
iiretimlerine bagli olarak zayif sitotoksik fonksiyon gosterirler (Visekruna ve ark.,
2013). Tc9 hiicrelerinin biyolojik 6nemi su anda belirsizdir. Bununla birlikte, ince
bagirsakta (Chang ve ark., 2013) atopik dermatit lezyonlarinda (Visekruna ve ark.,
2013) ve astiml1 hastalarin kaninda (Wang, Cheng, Chen & Lin, 2016) Tc9 hiicreleri

tespit edilmistir burada hastaligin ilerlemesini tesvik ettikleri diisiiniilmektedir.

2.5.2.7.4. Tcl7 Hiicreler

Diisiik seviyelerde granzim B ifade eder ve zayif sitolitik fonksiyona sahiptir
(Huber ve ark., 2009). Tc17 hiicreleri i¢in IL-23R, CD38, CD86, CD101, CD103 ve
CCR6 dahil olmak iizere birkag yiizey belirteci tanimlanmistir (St Paul ve ark., 2020;
Huber ve ark., 2009; Yen ve ark., 2009; Singh, Zhang, Foley, Hedrick, & Farber,
2008). Insan cilt dokusunda (Linehan ve ark., 2018; Naik ve ark., 2015) ve timor

mikro ¢evresinde (Kryczek ve ark., 2007) tespit edilmistir. Baz1 mantar patojenlerine
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kars1 koruyucu oldugu diisiiniilmektedir (Nanjappa, Heninger, Wiithrich, Gasper, &
Klein, 2012).

2.5.2.7.5. Tc22 Hiicreler

CD8 " T hiicrelerinin IL-22 iireten bir alt kiimesi olan Tc22 hiicrelerinin
biyolojik 6nemine tam olarak tanimlanmamistir (Res ve ark., 2010). Atopik dermatit
ve sedef hastalig1 gibi iltihapli lezyonlarda tespit edilmistirlerdir (Nograles ve ark.,
2009; Res ve ark., 2010).

2.5.2.7.6. Tc Diizenleyici Hiicreler (CD8" Treg)

Diizenleyici CD8" T hiicreler inhibitor sitokinleri salgilayarak lenfosit
fonksiyonlarim baskilarlar. Bu sayede otoimmiin hastaliklarin  gelisimini
engellemektedirler. Bu hiicreler genel olarak CD45RO ve Foxp3 ifade ederken CD28,
CD62L ve CDI122 ifade etmezler (Yu ve ark., 2018; Zhou, Yang, Tian, & Wang,
2021).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu yiiksek lisans tez calismasi, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 02 Haziran 2021 tarihli, 2021-7/33 nolu karar1
sonucu alnmus izin sonrasinda gergeklestirilmistir. Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Dr. Ragit DURUSOY Kan Merkezi’nde ulusal kan bagis kriterlerine uygun
3 kisiden birer {inite kan (~450 ml) bagisi, ayrica ayn1 3 kisiden 2 ser adet 10’ar ml
EDTA’lW tiipe alinan kan calismamiza ait teslerde deneysel materyal olarak

kullanilmig ve deneysel ¢alismalar sirasinda sekil 10°daki sema takip edilmistir.

il i ]
EDTALI < St
TOP 5. saat
TAM D -® 5. saat FENOTIP | PROLiFERASYGNi AKTIVASYON
Hemen
o U SAKT bakilacak 96 saat 0/16/72 saat
. . | 16 saat oda cD3 CD69
ERITROSIT CFSE
SADARSIVON A‘ J“s:caklugmda cgld %001;54
16 saat +4
: C'de
"‘ * 7.GUN
'\ +* 14, GUN
'+ 21.GUN
> 42 GUN

Sekil 10. Kanin depolama siiresi boyunca yapilan testlerde bu sema takip edilmistir. (biorender.com
kullanilarak olusturulmustur).

3.1. Cahsmada Kullanilan Maddeler

Bu tez kapsaminda ¢esitli kimyasallar ve biyolojik malzemeler kullanilmistir.

Bu malzemeler, ait olduklar1 firmalar ve iilkeleri agagida siralanmistir.

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (EUROIMMUN, Almanya); Fotal
Buzag1 Serumu (FBS) (Biowest, Fransa); Penisilin-Streptomisin (Biowest, Fransa);
RPMI 1640 (Biowest, Fransa); Ficoll 1.077g/mL (Capricorn Scientific, Almanya);
Ficoll 1.119g/mL (SIGMA, ABD); Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE)
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(Biolegend, ABD); FACS Flow Cell Wash (BD, ABD); Propidium lodide ¢ozeltisi
(Biolegend, ABD); Anti insan CD3 (klon: UCHT1) monoklonal antikor (mAb)
(Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD3 (klon: UCHT1) monoklonal antikor
(mAb) (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD4 (klon:SK3) mAb (BD, ABD);
Anti insan CD25 (Klon: 2A3) mAb (BD, ABD); Anti insan CD69 (klon:L78) mAb
(BD, ABD); Anti insan CD154 (klon:TRAP1) mAb (BD, ABD); Fitohemagulutenin
(PHA) (SIGMA, ABD); Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (SIGMA,
ABD); Sodyum dodesil siilfat (SDS) (SIGMA, ABD), Tripan mavisi (Sigma, ABD)

3.2. Hazirlanan Tamponlar ve Cozeltiler

PBS Cozeltisi: Steril PBS tablet 1000 mL dH>O’ya eklenerek (1X) partikiil
kalmayacak sekilde manyetik karistiricida ¢oziildii ve otoklavlanarak sterilize edildi.

Daha sonra oda sicakliginda (25°C) muhafaza edildi.

Tam RPMI 1640 Hiicre Kiiltiirii Ortam: L-glutamin iceren RPMI 1640
iizerine steril alanda son konsantrasyonu %10 v/v olacak sekilde FBS (1s1-inaktive),

%1 v/v olacak sekilde de penisilin/streptomisin eklenerek iyice karigmasi saglandi

ve +4°C’de saklandi.

Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) Céozeltisi: Hazir olarak
alinan CFSE tuzunun (50pg) iizerine 18 pul DMSO eklenerek ¢oziildi ve -86°C’de

saklanda.

Tripan Mavisi Cozeltisi: Steril ortamda tartim igleminin sonrasinda 1X
PBS yardimiyla 0.4’liikk ¢ozelti hazirland1 ve 0.22 pm’lik filtreden gecirilerek oda
sicakhiginda (25°C) muhafaza edildi.

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromiir
Cozeltisi: Hazir olarak alman MTT steril kosullarda tartildi ve 5 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde 1X steril PBS ile ¢oziilerek 4°C’de ve karanlikta
muhafaza edildi. Final konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde deneylerde

kullanild:.
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Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)/Dimetilformamid (DMF) Soliisyonu:
Saflik yiizdesi >99 olan DMF, dH20 ile %45 v/v olacak sekilde seyreltildi. Daha
sonra SDS tartilarak %45°lik DMF ’nin i¢inde konsantrasyonu %23 olacak sekilde
¢ozdiiriildii. Hidroklorik asit (HCI) veya sodyum hidroksit (NaOH) ilavesi ile
pH=4.7"ye ayarlandi. Oda sicakliginda (25°C) muhafaza edildi.

3.3. Orneklerin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Calismamizda ulusal kan bagis kriterlerine uygun olan bagiscilarin Bursa
Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Dr. Rasit DURUSOY Kan Merkezi’nde
alian kanlar1 kullanilmigtir.

Sekil 11°de gosterildigi gibi iinite kan bagis1 yapan saglikli bagisct grubu
35,3 yas ortalamasina sahip n=3 (3 erkek) kisiden olusturulmustur. MTT testi i¢in
de 26 yasinda n=1 (kadin) kisi ¢calismaya dahil edilmistir. Bunlara ek olarak da yine
MTT testinde kullanilmak {izere 35,3 yas ortalamasindaki (3 erkek) bagiscilara ait
eritrositler kullanilmastir.

&

Sekil 71T.T35§1§;1d;m kan alinma asamasl
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Calisma icin EDTA’h tiiplere alnan kanlar ile gerekli tesler BUU Tip
Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvari’nda hemen calisilmistir. Ayn1 kisilerden kan
torbasina alinan 1 iinite (~450 ml) kan ise 4-6 saat oda sicakliginda bekletildikten
sonra Reveos (TERUMO BCT, ABD) tam otomatik santrifiij cihazinda
santrifiijlenerek sekil 12’deki gibi eritrosit, 16kosit, trombosit ve plazmalar1 ayri
torbalara otomatik olarak boliinmiistiir. Plazma ve trombositler ¢alisma disinda
birakilip 16kositler sekil 13°deki steril hortum birlestirme cihazi (Terumo, ABD)

kullanilarak tekrar eritrosit torbasinin igerisine eklenmistir.

\VfL:\J
PLAZMA
“a
Calisma disinda birakildi
® =
O L » TROMBOSIT
TAM KAN )N —> l
+450 ml > e
( ™) Santrifligasyon LOKOSIT
+
CPD
(x 63 ml) 4
| i \
—>

ERITROSIT ..  ERITROSIT \
SUSPANSIYONU SUSPANSIYONU \
(x 220 ml) - Galismada kullanilan
mataryal
+ |
SAG-M
@womy

/

+
LOKOSIT

Sekil 12. Bagiscilardan alinan kamin santrifigasyonla kullamma uygun hale getirilme asamasi.
(biorender.com kullanilarak olusturulmustur)

Daha sonra kan torbalari saklama kosullarina uygun olarak BUU Tip
fakiiltesi Hastanesi Dr. Rasit DURUSOY Kan Merkezi’ndeki titresimsiz +4° C’ye
ayarli dolaplarda ¢alisma giinii gelene kadar muhafaza edilmistir. Caligma yapilacak
olan kan torbalarindan sekil 13’deki gibi steril hortum birlestirme cihaz1 yardimiyla
ornek alinip kalan kanlar tekrar dolaba kaldirilmigtir. Alinan 6rnekler ile ilgili testler
ise Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.
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Sekil 13. ES’nin hortum birlestirme cihaziyla kiigiik torbalara steril kosulda aktarimi.

3.4. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PKMNH) izolasyonu

Kan bagis¢ilarindan EDTA’D1 tiiplere alinan kan ve kan torbalarina alinip
kiiclik torbalara aktarilan kanlar sekil 14°te gosterildigi gibi 1:1 oraninda RPMI 1640
ile seyreltildi. Bu sirada 15ml’lik falcon tiipiin dibine 3mL Ficoll (1.077 g/ml)
koyulup seyreltilmis olan periferik kan veya ES ¢ok yavas bir bigimde Ficoll’lin
iizerine yayildi. Yayilan kan sallamadan dikkatlice santrifiije koyulup 2500 rpm’de
20 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminin sonunda Ficoll ile siipernatan arasinda
kalan ve bulutsu bir goriintii olusturan PKMNH’ler eritrositlerin alinmamasina
dikkat edilerek pastor pipeti yardimi ile toplandi. Toplanan hiicreler 15ml’lik falcon
tiiplin i¢ine alind1 ve iizerine 15 ml olacak sekilde 1X PBS eklenip 2000 rpm’de 5 dk
santriflij edilerek yikandi. Santrifiijden ¢ikan falkon tiipiin i¢indeki siipernatan atild1

ve hiicreler alde edildi.
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Sekil 14. Tam kandan PKMNH izolasyonu (biorender.com kullanilarak olusturulmustur).

3.5. Hiicre Sayimmi

Tam RPMI ortaminda bulunan hiicreler pipetaj yapilarak iyice stispanse hale
getirildi. Bu hiicre siispansiyonunun igerisinden 10 pL alinarak eppendorf tiipiin
icerisinde 10 pL tripan mavisi ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu karigim Thoma lami
tizerine pipetlendi ve lam-lamel arasinda yayilmasi saglandi. Her sayim islemi i¢in
Thoma lami tizerindeki 4 alan rastgele sec¢ildi ve bu bdlgelere karsilik gelen canli
hiicreler sayilarak aritmetik ortalamasi alindi. Kullanilan Thoma laminin sayim
haznesindeki karelerin boyutu 0,1 mm x 0,1 mm olup lam ile lamel arasindaki
uzaklik yani yiikseklik ise yine 0,1 mm’dir. Bu nedenle hiicrelerin aritmetik

ortalamasi on ile ¢arpildi. Elde edilen deger, sulandirma katsayis1 olan iki ile ve
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sayilan 4 kareden dolay1 4 ile ¢arpild1 ve daha sonra mL bagina diigen hiicre sayisini
bulmak i¢in 1000 ile ¢arpildi. Sonug olarak 1 mL hacimdeki hiicre sayis1 bulundu.
Tripan mavisi 0lii hiicreleri boyadigi icin Thoma laminda boyanmayan hiicreler canli

olarak kabul edilip sayild1 ve hesaplamalar buna gore yapildi.

3.6. T Hiicrelerin Immiinofenotiplendirmesi ve Canhlik Analizi

ES’nin saklama stiresince yapilan testlerde saklama siiresinin sonlarina dogru
gerceklestirilen proliferasyon analizlerinde hiicrelerin agir1 6liim nedeniyle prolifere
olmadig saptandi. Bu nedenle bazi adimlarda hiicreler PI ile boyanip sekil 15’deki
gibi kapilanarak canli-6lii hiicre oramina bakildi. %65°ten fazla oliim varsa

proliferasyon ve aktivasyon analizleri yapilmadi.
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Sekil 15. Hiicrelerin kapilanmasi ve %65’ ten fazlasinin 6liimiinii gosteren temsili sekil.
p g
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Caligmalar bagigcilardan torbalara alinan ve santrifiij islemi sonunda
dopalamaya hazir hale getirilip +4° C’de saklanan kanlar ve bagiscidan EDTA’1
tipe alman kanlar ile yapilmigtir. Torbalardan, giinli gelen ¢alisma igin hortum
birlestirme cihazi yardimiyla steril olarak 15 ml ES alinmistir. Hem ES hemde
EDTA’l tiipteki kan ayr1 ayr1 Ficoll’e (1.077 g/mL) yayilarak PKMNH elde edildi.
Elde edilen PKMNH 100’er ul olacak sekilde sekil 16°daki gibi hazirlanan akim
sitometri tiiplerine dagitildi. Uzerlerine anti-insan CD3 ve CD4 belirteclerine karsi
iiretilmis monoklonal antikorlar uygun konsantrasyonlarda eklendi. Akim sitometre

tiipleri vortekslendikten sonra +4° C’de 40 dk inkiibe edildi.

(Otofloresan) PKMNH

PKMNH ®
CD3 + CD4 + PI

Sekil 16. T hiicrelerin immiinofenotiplendirmesi ve canlilik analizi i¢in hazirlanmasi. PKMNH,
periferik kan mononiikleer hiicreleri; CD, cluster of diferantation: farklilasma kiimesi; PI, propidium
iodide: propidyum iyodiir (biorender.com kullamlarak hazirlanmustir).

Inkiibasyon siiresinin sonunda tiiplere 2mL PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatan ile birlikte baglanmayan antikorlar da uzaklastirildi.
Daha sonra akim sitometre tiipiine 1pl PI (Propidyum lodiir) eklendi ve 10 dk oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmesinin ardindan 150 pl PBS i¢inde siispanse
edilerek BD FACS ARIA 1II (BD, ABD) akim sitometri cihazinda analiz edildi. Ilk
olarak bu belirteclerle isaretlenmis pozitif hiicrelerin i¢inden tek tek diisen hiicreler
kapilandi. Sonrasinda tek tek diisen hiicrelerin iginden 16kositler kapilandi.
Immunfenotiplendirme igin CD3" oldugu belirlenen hiicrelerin CD4"* ve CD8" olan
alt popiilasyonlar1 kapilandi. Sekil 17°de gosterildigi gibi yapilan kapilama

stratejilerinin ardindan antikorlarin konjuge edildigi florokromlar1 gosteren PI
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pozitif olan CD3", CD4" ve CD8" (T hiicreler) hiicreler FacsDiva (BD, ABD)
programi kullanilarak degerlendirildi.
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Sekil 17. T Hiicrelerin akim sitometri ile immiino fenotiplendirmesi ve canlilik analizinin temsili
goriintiisii

3.7. PKMNH’lerin CFSE ile isaretlenip T Hiicrelerin Proliferasyon Becerisinin

Akim Sitometre ile Analizinin Yapilmasi

Periferik kan Ficoll’e (1.077 g/mL) yayildi. Gradiyent santrufuj ayrimlama
yontemi ile PKMNH’ler ayrimlandi (boliim 3.4°de anlatildig1 gibi). Hiicreler 1mL
tam RPMI 1640 besiyeri ile yeniden siispanse edildi. Hiicrelerin i¢inden 10pul alinip
0,2 mL’lik eppendorf tiipline koyuldu ve tizerine de 10 pl tripan mavisi eklenerek
karistirildi. Bu tliptin igerisinden 10 pl alinip thoma lamia damlatilarak hiicreler
sayildi. Sonraki tiim iglemler CFSE’nin 1g1ktan etkilenmemesi i¢in karanlik ortamda
gerceklestirildi. Cikan hiicre sayisina gére hesaplama yapildiktan sonra 2X10°
PKMNH ayr1 bir falkon tiipiine alinarak tizerine 0.2 pul CFSE eklendi ve hafifce
vortekslendi. Inkubasyon 15 dk boyunca  37° C sicaklik ve %5 CO,’li ortamda
devam ettirildi. Inkiibasyon sonunda direkt SmL soguk tam RPMI 1640 eklenerek, 5
dk buz igerisine gdmiildii. Inkiibasyon karanlikta devam ettirildi ve inkiibasyon
sonrasinda hiicreler hizlica +4° C’ye ayarlanmis olan santrifiije koyulup 2000

rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirilip hiicrelerin {izerine tekrar 5 mL

soguk tam RPMI 1640 eklendi ve santrifiije koyulup +4° C ve 2000 rpm’de 5 dk
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santriflij edildi. Santriflij islemi sirasinda tam RPMI 1640 kullanilmasi ile birlikte
hiicrelere baglanmayan serbest CFSE’nin inaktive edilmesi saglandi. Santrifiij
sonrasinda siipernatan dokiilerek 2 mL hacimde 2.000.000 hiicre olacak sekilde tam
RPMI 1640 ile siispanse edildi. Daha sonra PHA ile uyarim yapilmayacak olan kuyu
icin 200 pl hiicre alinarak V-tabanli 96 kuyucuklu kiiltir kabina ekildi. Kalan
hiicrelerin iizerine 100.000 hiicre basina 1 pl olacak sekilde PHA koyuldu pipetaj
yapilarak karismalar1 saglandi. PHA ile uyarilan hiicreler de ayni kiiltiir kabina her
kuyuya 200 pl olacak sekilde ekildi. Hazirlanan kiiltiir kuyular1 96 saat boyunca 37°
C sicaklik ve %5 CO»’de inkiibatore birakildi (Sekil 18).

PHA ile stimiile
edilmemis

Sekil 18. PKMNH’nin Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) ile isaretlenip kiiltiir kuyularina
ekimi (biorender.com kullanilarak hazirlanmistir).

96 saatlik inkiibasyonun sonunda kuyulardaki hiicreler akim sitometre
tiiplerine topland1 ve tizerlerine 2 mL PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda siipernatan atildi. Daha sonra hiicreler 100ul PBS’de
stispanse edildi. Hiicreler {izerlerine 2.5 pl CD3 ve 1 ul CD4 insan monoklonal
antikorlar1 pipetlenerek isaretlendi. Akim sitometre tiiplerindeki hiicreler karanlikta

40 dk, +4° C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra akim sitometre tiiplerine 2mL
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PBS eklendi ve 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santriftij isleminin sonunda
hiicreler 250 pl PBS ile siispanse edilereck BD FACS ARIA III akim sitometri
cihazinda degerlendirildi (Sekil 19). Kapilama strajesinde once tek tek dusen
hiicrelerin iginden Iokositlerin oldugu alan kapilandi. Lokositlerin iginden CD3™ olan
hiicreler kapilandi. Immunfenotiplendirme igcin CD3" oldugu belirlenen hiicrelerin

CD4" ve CD8" olan alt popiilasyonlari kapilandi.
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Sekil 19. PKMNH’nin Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) ile isaretlendikten sonra T
hiicrelerin proliferasyon becerisinin akim sitometre ile analizinin yapilmasi.

3.8. T Hiicre Aktivasyon Belirteclerinin Akim Sitometrik Analizi

Kanm Ficoll’e (1.077 g/mL) yayilmasiyla elde edilen PKMNH thoma laminda
sayildi ve 1.200.000 hiicre alinarak farkli falkon tiipe aktarildi ve hiicreler tam RPMI
ile 1.2 mL’ ye tamamlandi. Sifirci saat aktivasyon i¢in noncomplate RPMI ile
stispanse edilen hiicreler asagida da anlatilacag: gibi gerekli antikorlar ile isaretlenip
BD FACS ARIA 1II akim sitometre cihazinda FacsDiva programi kullanilarak sekil
21°deki gibi kapilanip degerlendirildi.
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Sekil 21. T hiicre aktivasyon belirtegleri olan CD25, CD69 ve CD154’{in akim sitometride temsili
kapilamasi (biorender.com kullanilarak hazirlannustir).

16 ve 72. saat aktivasyon belirtegleri i¢in ise PHA uyarimi1 yapilmayacak olan
kuyu igin 200 pl hiicre alinip V-tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi. Kalan
hiicrelerin {izerine 100.000 hiicre basmma 1ul olacak sekilde PHA eklenip yavasca
pipetaj yapilip karigsmalar1 saglandi. PHA uyarimi1 yapilan hiicreler de alinarak her
kuyuda 200ul olacak bigimde V-tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir kabina pipetlendi.
Sonugta sekil 20°deki gibi kuyu diizeni olusturuldu ve bunun ardindan kiiltiir kaplar
37° C sicaklik ve %5 CO;’de inkiibatore koyuldu.
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Sekil 20. T hiicre aktivasyon deneyleri i¢in hiicrelerin kiiltir kuyucuklarina ekimi (biorender.com
kullanilarak hazirlanmistir).

Inkiibatdrdeki hiicreler 16 ve 72. saatlerde kuyulardan alinarak etiketlenmis
olan akim sitometre tiiplerine koyuldu. Tiiplerin {izerlerine 2mL PBS eklenerek 2000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi bittikten sonra hiicreler 100ul PBS ile
stispanse edildi. Hiicreler 1 pl CD25,2.5 ul CD69 ve 2.5 ul CD154 insan monoklonal
antikorlari ile isaretlendi. Daha sonra da 40 dk, +4° C ve karanlikta inkiibasyon
siirecine birakildi. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 2 mL PBS eklendi ve 2000 rpm’de
5 dk santrifiij edildi. islem sonunda hiicreler 250ul PBS ile siispanse edilerek BD
FACS ARIA III akim sitometre cihazinda FacsDiva programi kullanilarak sekil
21°deki gibi kapilanip degerlendirmesi yapildi.

3.9. MTT Yontemi ile Canlihk Analizleri

MTT analizinde CPD ve SAG-M soliisyonlarinin ve eritrositlerin PKMNH
ve graniilosit hiicrelerin canliligina olan etkisi incelendi. Saglikli bireylerin
kanlarmin PKMNH ve graniilosit fazi Ficoll 1077 g/mL ve Ficoll 1119 g/mL
kullanilarak steril ortamda izole edildi. Buna paralel olarak ES’larimi saklamak ve

canliligin siirdiiriilmesi i¢in kullanilan CPD ve SAG-M soliisyonlar1 hem ayr1 ayr1
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hem de karigim olarak (%12 CPD, %88 SAG-M) hazirlandi. Ayrica farkli depolama
giinlerine sahip eritrositler ana torbalardan steril hortum birlestirme cihazi
yardimiyla kiiciik torbalara aktarildi ve bu sekilde kullanildi.

Bu asama i¢in izole edilen PKMNH ve graniilosit hiicreler her kuyuda
200.000 adet olacak sekilde dagitildi. Sekil 22°deki semada oldugu gibi kuyu diizeni
olusturularak farkli dozlardaki ek soliisyonlar ve eritrositler son hacim 100 ul olacak
sekilde cRPMI ile diliie edildi. Daha sonra PKMNH’leri ve graniilositlerin tizerine
pipetlendi ve bu kiiltiir kaplar1 72 saat boyunca 37° C sicaklik ve %5 CO2’de
inkiibatore koyuldu. Bu test PKMNH’leri ve graniilositler i¢in ayr1 kiiltiir kaplarinda

gergeklestirildi.
CPD 3spicPD ||| 7picPD || 1apiceo )| 28piceD )| Sel ¢PD
SAG-M 5.5 pl SAG-M 11 pl SAG-M 22 pl SAG-M 44 pl SAG-M 88 pl SAG-M
CPD 25pICPD+ |5 ) cppesac-m | 10HICPD+ 20 pI CPD + 40 pICPD +
SAG-M SAG-M SAG-M SAG-M SAG-M
ES-1 -
(2 gunliik) 2.5 plES1 SplEs-1 10 plES1 20 pl ES-1 40 pl ES-1
ES-2 .
(10 gunliik) 2.5 plES-1 5 pl ES-1 10 pl ES-1 20 plESA 40 pl ES-1
ES-3
(20 giinliik) |
KONTROL )

+ PHA - PHA
Sekil 22. MTT kiltiir kuyularinin diizeni. Biorender.com kullanilarak olusturulmustur.

72 saatin sonunda kuyulara 25 ul MTT soliisyonu eklenerek 24 saaat buyunca
37° C sicaklik ve %5 CO»’de inkiibatdre koyuldu. Inkiibasyon sonunda kuyularda
olusan formazan kristallerinin ¢6zlinmesini saglamak i¢in biitiin kuyulara 80 ul SDS-
DMF eklendi. Dort saat daha inkiibatdrde bekletildikten sonra ek soliisyonlarin ve
eritrositlerin farkli konsantrasyonlarmin PBMNH ve graniilositlerin canlilig1

izerindeki etkileri spektro fotometre cihazi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. T Hiicrelerin Canlilik Sonuclar

Sekil 23, 24 ve 25’te PI pozitif olan hiicreler yani 6lii hiicrelerin oranlar
gosterilmistir. CD3", CD4"ve CD8" T hiicrelerinin canlilik sonuglarina bakildiginda
bagiscilardan EDTA’ tiipe alinan kanlarin 0. saatlerinde canlilik oraninin CD3+,
CD4"ve CD8" T hiicrelerinin her biri icin EDTA’l1 tiip 5. saat 6rneklerine oranla daha
yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir. Ancak tam kan torba 5. saat 6rnekleriyle ayn1
anda alinmasina ragmen EDTA’l tlip 5. saat drneklerinin CD3" ve CD8" T hiicre
canliligi daha yiiksek CD4" canlilig1 ise daha diisiik seviyededir. Daha sonra 5. saat
tam kan torba 6rnekleri santrifiij edilip ES haline geldiginde ES 0. saatinde ki CD3",
CD4" ve CD8" T hiicrelerin canliliginin tam kan torba 6rneklerine gore azaldigi
goriilmektedir.

ES torbalarindan steril hortum kapatma cihaz ile kiiciik torbalara alinip oda
sicakhiginda ve +4 °C 18 saat bekletilerek CD3", CD4" ve CD8" T hiicrelerin
canliligma bakildi. Sonuglar ES 0. saat oOrnekleriyle karsilastirildiginda oda
sicakliginda ve +4 C° de bekletilen CD3", CD4" ve CD8" T hiicrelerin canliliginin
arttig1 gorildii. Daha sonra ES 7. giin 6rneklerinde yapilan analizlerde CD3" CD4" ve
CD8" T hiicrelerin her birinin canlilik oraninin arttig1, 14. giinde tekrar azaldigi ve 21.
giinde de CD8" T hiicreler harig tekrar arttigi goriilityor. Ancak 21 giinde ve 42. giinde
akim sitometri analizlerinde CD3" kapisina diisen hiicre oraninin ¢ok diisiik seviyelere
indigi gorildi. 42. giine gelindiginde neredeyse canli CD3", CD4" ve CD8" T hiicre
kalmadigi ve CD3" kapisina diisen hiicre oraninin  %0,1-0,2 civarina indigi goriildii.
Medyan degerleri boyleyken kisisel bazda bakildig1 zaman PI pozitif olan CD 3, 4 ve
8 belirteglerinde farklar goriilmekte. Bu farkalarin nedeni yas ve immiin sistem ile ilgili

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 23. CD3 T hiicrelerin PI pozitiflik oranlar1 (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ve error
barlari ile birlikte topluca verilirken sagdaki grafikte bireysel bazda verilmistir).

CD3 CD4 PI CD3 CD4 PI

Sekil 24. CD4 T hiicrelerin PI pozitiflik oranlar1 (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ve error
barlar ile birlikte topluca verilirken sagdaki grafikte bireysel bazda verilmistir).

CD3 CD8 PI
CD3 CD8 PI

Sekil 25. CDS8 T hiicrelerin PI pozitiflik oranlar1 (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ve error
barlar ile birlikte topluca verilirken sagdaki grafikte bireysel bazda verilmistir).
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4.2. T Hiicrelerin Proliferasyon Sonuclar

CFSE ile isaretlenip akim sitometre cihazinda degerlendirilen CD3", CD4" ve
CD8" T hiicrelerin proliferasyon 6zelligine bakildiginda (sekil 26, 27 ve 28) EDTA’I1
tip orneklerinin 0. saatleri ve 5. saatleri arasinda CD3", CD4" ve CD8" T hiicreler
arasinda c¢ok biiyiik farklilik goriilmedi. Ancak EDTA’h tiip 5. saat 6rnekleriyle ayn1
anda alinmasina ragmen tam kan torba 5. saat 6rneklerinin CD3", CD4"ve CD8" T
hiicre proliferasyon diizeylerinin daha diisiik seviyede oldugu goriildii. Daha sonra 5
saat oda sicakliginda bekletilip santrifiij edilerek ES elde edildi. ES 0. saatindeki CD3",
CD4"ve CD8'T hiicrelerin proliferasyon diizeyleri tam kan torba 5. saat 6rneklerine
oranla daha yiiksektir.

ES torbalarindan steril hortum kapatma cihaz ile kii¢iik torbalara alinip oda
sicakhiginda ve +4 C° 18 saat bekletilen 6rneklerdeki CD3" ve CD4" T hiicrelerinin
proliferasyon diizeyleri ES 0. saate gore azalirken CD8" T hiicrelerin proliferasyon
diizeyi ES 0. saat ornekleriyle yakin seviyededir. Ayrica bu ornekler birbiri ile
kiyaslaninca, oda sicakliginda bekletilen drneklerin proliferasyon diizeylerinin +4 C°
de bekletilen 6rneklere gore yiiksek oldugu goriilmektedir.

ES 7. Giinde CD3", CD4"ve CD8"T hiicrelerin proliferasyon diizeyleri ES 0.
giin 6rneklerine oranla azalmaktadir. Daha sonra 14. giinde artan proliferasyon oranlar1
21. giinde tekrar azalmaktadir. 21. giin orneklerinde azalan CD3" hiicre orani ve
hiicrelerin proliferayon yeteneginin en diisiik seviyelere ulagmasindan dolayi, ayrica
42. giin 6rneklerindeki canliligin ¢ok diisiik ve CD3 kapisindaki hiicre oranmin da
%0,1-0,2 seviyelerine gerilemesinden dolayr proliferasyon testi ¢aligilmadi. Medyan
degerleri boyleyken kisisel bazda proliferasyon sonuglarinda ortaya ¢ikan farklarin

nedeninin yas ve immiin sistem ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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CD3 CFSE
100, 100, CD3 CFSE

Sekil 26. CD3, T hiicrelerin depolama boyunca degisen proliferasyon oranlar1 ve kan bagiscilar:
arasinda kiyaslanmasi (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ile birlikte topluca verilirken sagdaki
grafikte bireysel bazda verilmistir).
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Sekil 27. CD4, T hiicrelerin depolama boyunca degisen proliferasyon oranlari ve kan bagiscilar:
arasinda kiyaslanmasi (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ile birlikte topluca verilirken sagdaki
grafikte bireysel bazda verilmistir).
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Sekil 28. CD3, T hiicrelerin depolama boyunca degisen proliferasyon oranlari ve kan bagiscilar
arasinda kiyaslanmasi (Soldaki grafikte sonuclar medyan degerleri ile birlikte topluca verilirken sagdaki
grafikte bireysel bazda verilmistir).
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4.3. T Hiicre Aktivasyon Sonuglari

CD3" T hiicrelerin CD25, CD69 ve CD154 aktivasyon belirteglerine
bakildiginda (sekil 29, 30 ve 31) bagiscilardan alinan EDTA’h tiip 0. saatlerinin 0, 16
ve 72. saatlerindeki aktivasyon belirteglerinde CD25 CD69 ve CD 154'in sifirinct
saatten 72 saate dogru gidildikce arttig1 goriilmektedir.

EDTA’l tiip 5. saat o6rneklerinde ise 0, 16 ve 72. saatler boyunca CD25 ve
CD154"n artista oldugu CD69'un ise sifirinci saatten 16 saate dogru arttig1 72 saatte
ise diistiigii goriilmektedir.

Tam kan 6rneklerine bakildiginda ise CD25 0. saatten 72 saate dogru siirekli
bir artig gostermekte CD69 0. saatten 16. saate dogru artip daha sonra 72. saatte kiigiik
bir azalma gostermekte CD 154 ise 0. saatten 16. saate dogru azalip daha sonra 72.
saatte tekrar artmaktadir.

ES 0. Saatinde ise CD25 0. saatten 72. Saate dogru stirekli artarken CD69 0.
saatten 16. saate dogru artip 72. saatte azalmakta, CD154 0. Saatten 72. saate kadar
stirekli bir artig gostermektedir

ES torbalarindan steril hortum kapatma cihaz ile kii¢lik torbalara alinip oda
sicakhiginda ve +4 C° 18 saat bekletilen orneklere bakildiginda ise oda sicakliginda
bekletilen kanin 16. saat CD25 diizeyi normal seviyelerde goziikmekte ancak 72 saatte
bu hiicrelerin PI pozitiflik oran1 %65'den fazla oldugu icin degerlendirme yapilmada.
CD69 diizeyleri ise yine 16. saatinde normal seviyelere yakin goziikmektedir. 72 saatte
ise bu hiicrelerin PI pozitiflik oram %65'den fazla oldugu icin degerlendirme
yapilmadi. CD154 seviyesi de 16. saatte diger kosullara yakin seviyede goziikiirken
72 saatte 6liim oraninin %65'ten fazla olmasindan dolay1 degerlendirilmedi.

Bagis¢ilarin bir tanesinde depolamanin 14. giiniinde CD3", CD4" ve CD8" T
hiicrelerinin canlilik orani yiiksek oldugundan dolay1 aktivasyon belirteclerine bakildi.
16. saatte CD25, CD69 ve CD154 oranlarinin o giine kadar ki en diisiik seviyede
oldugu goriildii. 72 saatte ise Olim oranimin %65'ten fazla olmasi nedeniyle
degerlendirilme yapilmadi.

Medyan degerleri boyleyken kisisel bazda bakildigi zaman aktivasyon belirteglerinde

farklar goriilmekte. Bu da yas ve immiin sistem ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir
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Sekil 29. CD 25 aktivasyon belirtecinin depolama boyunca degisen oranlar1 ve kan bagis¢ilar: arasinda
kiyaslanmasi (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ile birlikte topluca verilirken sagdaki grafikte
bireysel bazda verilmistir).
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Sekil 30. CD 69 aktivasyon belirtecinin depolama boyunca degisen oranlar1 ve kan bagiscilari arasinda
kiyaslanmasi (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ile birlikte topluca verilirken sagdaki grafikte
bireysel bazda verilmistir).
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Sekil 31. CD 154 aktivasyon belirtecinin depolama boyunca degisen oranlar1 ve kan bagiscilar: arasinda
kiyaslanmasi (Soldaki grafikte sonuglar medyan degerleri ile birlikte topluca verilirken sagdaki grafikte
bireysel bazda verilmistir).
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4.4. MTT Analiz Sonuglarn

MTT testi kanin saklama siiresi boyunca hiicrelerin canliligini muhafaza
etmek i¢in kan torbalarina koyulan CPD ve SAG-M soliisyonlarinin ve eritrositlerin
PKMNH ve graniilosit hiicrelerin canliligina olan etkisini analiz etmek i¢in yapildi.
Caligmamizda CPD ve SAG-M soliisyonlarinin farkli dozlari ve %12 CPD, %88 SAG-
M karigimini kullanildi.

Sonuglara bakilinca (sekil 32-33) CPD soliisyonunun graniilosit (1119)
canlilig1 lizerindeki etkisi doz arttik¢a azaliyor ve hiicrelerin en diigiik dozdan en
yiiksek doza kadar kontrolden daha diisiik canlilik oranina sahip oldugu goriilmektedir.

CPD soliisyonunun PKMNH (1077) canlilig1 tizerindeki etkisine baktigimizda
da (sekil 34, 35) kontrol grubuna oranla diisiik seviyelerde kaldig1 goriilmekte. Ancak
14 ul dozda canliligin en yiiksek oldugunu, doz arttik¢a buradan sonra canliligin

azaldigimi goriilmektedir.
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Sekil 32. CPD’nin graniilositler ve PKMNH gruplarinin canlili {izerindeki etkisi.
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Sekil 33. CPD’un PKMNH ve graniilosit gruplarinin canlilig tizerindeki etkisi (% degisim grafigi).
gr grup g 2 grang

SAG-M soliisyonunun graniilosit hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisine

bakildiginda (sekil 34, 35) ilk 3 dozda kontrol grubuyla yakin ve daha fazla canlilik

oranina sahipken daha sonra artan doza bagli olarak canlilik oranin azaldigini

goriilmektedir.

SAG-M soliisyonunun PKMNH iizerindeki etkisine bakildiginda da (sekil 34,

35) artan doza bagl olarak canlilik oranin azaldigini ve her zaman kontrol grubunun

altinda oldugunu goriilmektedir.
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Sekil 34. SAG-M’in graniilositler ve PKMNH gruplarinin canlilif iizerindeki etkisi.
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Sekil 35. SAG-M’in PKMNH ve graniilosit hiicre gruplarinin canhilig iizerindeki etkisi (% degisim
grafigi).

CPD ve SAG-M karisiminin graniilosit hiicrelerin canlilig1 tizerindeki etkisine
bakildiginda (sekil 36, 37) kontrol grubuna oranla bir artis mevcut ve transfiizyonda
kullanilan miktara gore simiile ettigimiz 10 pl’lik dozda canlilik kontrol grubunun
iizerinde ve en yliksek seviyededir.

CPD ve SAG-M kanigimmin PKMNH canlilign iizerindeki etkisine
bakildiginda da (sekil 36, 37) ilk once kontrol grubuna yakin bir canlilik oranina
sahipken transflizyonda kullanilan miktara gore simiile ettigimiz 10 pl’lik dozda
canlilik kontrol grubunu da gecerek en yiiksek seviyeye ¢ikiyor daha sonra doz arttikga

canliligin diistiigii gormektedir.
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Sekil 36. CPD+SAG- PKMNH ve graniilosit hiicre gruplarinin canlhilig iizerindeki etkisi.
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Sekil 37. CPD+SAG-M’un PKMNH ve graniilosit hiicre gruplarinin canlihg lizerindeki etkisi (%

degisim grafigi).

Eritrositlerin graniilositler ve PKMNH’lerin canliligina olan etkisini incelemek
i¢in eritrositler ile bu hiicreler hiiltiir ortaminda inkiibe edildi daha sonra MTT eklendi
ve SDS-DMF ile formazan kristalleri ¢oziiliip spektrofotometre ile analiz edildi.
Ancak spektrofotometre de eritrositlerin kendi renginden dolay1 yaptigi 1simalarin
yiiksek olmasi ve dogru sonuglarin saptanamamasindan dolay: sekil 38’deki gibi diisiik
dozlarda diliie edilerek yapilan calijmada MTT eklenerek ve eklenmeden
degerlendirildi. Sonugta MTT eklenmeyen kuyularda degerlerin daha yiiksek oldugu,
MTT eklenen kuyularda ise daha diisiik oldugu gozlemlendi. Bu calisma uygun

eritrosit dozaj1 ve buna uygun PKMNH ve graniilosit hiicre sayis1 hesaplanarak devam

edecektir.

56



ES -1 Giinliik
3 3 ES - 10 Giinliik O MTT'SiZ
MTT'LI
2 Dy 2
1 1
0 . : H. |_|I |_|I l—lI =1 0 ! . H. |_|I |_|I |_|I =1
5 25 1.25 0.6250.312 0.156 0.078 5 25 1.25 0.625 0.312 0.156 0.078
0153 RPMI
5 ES 3-17 Giinliik
4 O MTT'SiZ 0.104 -
3 MTTLI -
2] 0.057
1- H
G T T T |_|I I_ll '_|I '_rl 0 oc
5 25 1.25 0.6250.312 0.156 0.078 T MTTsiz MTTI

Sekil 38. Farkli saklama giinlerine ailt ES’larinin ve RPMI'1n MTT’1i ve MTT siz diliisyonu.

4.5. Bagisc1 kan degerlerinin depolama siiresindeki degisimleri

Bagiscilardan EDTA’Il tiipe alinan ve torbalara alinip saklanan kanlarin
caligma giinii geldiginde 3 mL 6rnek alinip kan sayim cihazi ile hemogram degerlerine
bakildi. Bu sayede kanin saklama siiresi boyunca tablo (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9)’da

bulunan parametrelerdeki degisimler degerlendirilmistir.

TABLO 1. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki 1okosit dagilim

B1_WBC (10e3/ul) | B2_WBC (10e3/ul) | B3_WBC (10e3/ul)
EDTALI TUP 0. SAAT 7,1 7,9 7,9
EDTALI TUP 5. SAAT 7,3 7,9
TAM KAN TORBA 5. SAAT 6,7 6,8
ES 0. SAAT 8,8 7,8 8,0
ES ON RT 8,1 7,4 7,6
ES ON +4 8,1 7,9 8,4
ES 7. GUN 4,9 1,4 6,6
ES 14. GON 1,5 1,0 0,2
ES 21. GON 2,0 0,8 8,9
ES 42. GON 3,6 0,7 4,1
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TABLO 2. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki notrofil dagilimu

B1_NEU | B2 NEU | B3_NEU | BI_NEU(%) | B2 NEU(%) | B3_NEU(%)
EDTALI TUP 0. SAAT 4,6 51 5,0 64,9 64,2 62,3
EDTALI TUP 5. SAAT 48 4,9 65,0 61,6

TAM KAN TORBA 5. SAAT 4,2 44 62,3 65,3
ES 0. SAAT 6,4 6,1 58 734 77,6 73,2

ES ON RT 5,9 5,7 5,7 734 76,9 73,9

ES ON +4 6,1 6,2 6,1 75,6 78,6 72,4
ES7.GUN 2,7 0,2 2,8 55,2 13,1 42,8

ES 14. GON 0,1 0,0 0,0 6,5 43 16,7

ES 21. GON 0,1 0,0 5,0 6,1 4,7 56,5

ES 42. GON 0,2 0,1 0,1 5,4 7,2 34

TABLO 3. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki lenfosit dagilimu

B1_LYM | B2 LYM B3_LYM Bl_LYM(%) | B2_LYM(%) | B3_LYM(%)
EDTALI TUP 0. SAAT 1,6 2,1 2,3 22,7 26,2 28,6
EDTALI TUP 5. SAAT 2,0 2,3 27,2 29,5
TAM K‘;iATTO RBAS. 1,8 1,8 26,5 26,5
ES 0. SAAT 1,3 1,2 1,6 14,7 14,9 20,2
ES ON RT 1,3 1,2 1,5 15,6 16,6 193
ES ON +4 1,1 1,2 1,7 14,0 14,8 19,8
ES 7. GUN 1,4 1,2 3,2 28,4 81,1 48,6
ES 14. GON 1,2 0,9 0,2 81,2 91,2 74,4
ES 21. GON 1,7 0,7 2,8 85,7 90,2 31,0
ES 42. GON 33 0,6 3,9 92,3 89,9 94,7

TABLO 4. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki monosit dagilim

B1_MONO | B2 _MONO | B3_MONO | Bl_MONO(%) | B2 MONO(%) | B3_MONO(%)
EDTALI TUP 0.
SAAT 0,6 0,6 0,6 8,7 7,7 8,1
EDTALI TUP 5.
SAAT 0,4 0,6 6,1 8,1
TAM KAN TORBA
5. SAAT 0,5 0,5 8,0 7,6
ES 0. SAAT 0,7 0,5 0,4 8,2 6,1 5,6
ES ON RT 0,6 0,4 0,5 7,5 5.4 6,5
ES ON +4 0,5 0,4 0,4 5,8 4,6 5,0
ES 7. GUN 0,4 0,0 0,2 7,5 1,8 3,1
ES 14. GUN 0,0 0,0 0,0 1,5 1,7 6,9
ES 21. GUN 0,0 0,0 0,8 0,7 1,4 8,6
ES 42. GUN 0,0 0,0 0,0 0,3 0,8 0,5
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TABLO 5. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki eozinofil dagilimu

B1_EOS | B2_EOS | B3_EOS | B1_EOS(%) | B2_EOS(%) | B3_EOS(%)
EDTALI TUP 0.
SAAT 0,155 0,108 0,000 2,190 1,370 0,000
EDTALI TUP 5.
SAAT 0,076 0,016 1,040 0,204
TAM KAN TORBA
5. SAAT 0,125 0,006 1,870 0,085
ES 0. SAAT 0,246 0,080 0,005 2,810 1,030 0,058
ES ON RT 0,203 0,069 0,001 2,520 0,935 0,015
ES ON +4 0,216 0,089 0,083 2,670 1,130 0,988
ES 7. GUN 0,189 0,026 0,015 3,860 1,800 0,225
ES 14. GUN 0,091 0,012 0,001 5,960 1,210 0,493
ES 21. GUN 0,066 0,002 0,244 3,300 0,285 2,750
ES 42. GUN 0,059 0,006 0,007 1,640 0,920 0,165

TABLO 6. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki bazofil dagilimu

B1_BASO | B2_BASO | B3_BASO | B1_BASO(%) | B2_BASO(%) | B3_BASO(%)
EDTALI TUP 0. SAAT 0,11 0,05 0,07 1,50 0,63 0,91
EDTALI TUP 5. SAAT 0,05 0,05 0,69 0,60
TAM K‘;ZATTO RBAS. 0,10 0,04 1,43 0,52
ES 0. SAAT 0,10 0,03 0,07 1,09 0,34 0,84
ES ON RT 0,08 0,01 0,02 0,94 0,16 0,26
ES ON +4 0,16 0,07 0,15 1,93 0,88 1,81
ES7.GUN 0,25 0,03 0,35 5,14 2,21 5,22
ES 14. GON 0,07 0,02 0,00 4,88 1,65 1,48
ES 21. GON 0,07 0,03 0,10 3,41 3,42 1,13
ES 42. GON 0,01 0,01 0,05 0,37 1,23 1,27

TABLO 7. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki eritrosit dagilim

B1_RBC(10e3/ul)

B2_RBC(10e3/ul)

B3_RBC(10e3/ul)

EDTALI TUP 0. SAAT 4.83 5.29 5.78
EDTALI TUP 5. SAAT 5.23 5.76
TAM KAN TORBA 5. SAAT 3.71 4.9
ES 0. SAAT 6.86 6.98 7.41

ES ON RT 6.68 6.41 -

ES ON +4 6.72 6.91 -

ES 7. GUN 6.68 6.56 -

ES 14. GUN 6.75 6.86 -
ES 21. GUN 7.07 6.87 5.61

ES 42. GUN 6.99 6.84 -
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TABLO 8. Depolama siiresi boyunca bagiscilar arasindaki hemoglobin dagilim

B1_HGB(g/dl) B2_HGB(g/dl) B3_HGB(g/dl)
EDTALI TUP 0. SAAT 14.2 15.7 163
EDTALI TUP 5. SAAT 15.7 165

TAM KAN TORBA 5. SAAT 11.1 145

ES 0. SAAT 19.8 20.4 218
ES ON RT 19.3 18.8 224
ES ON +4 19.6 20.3 227
ES 7. GUN 19.6 19.5 223
ES 14. GON 19.6 20 227
ES 21. GON 19.9 19.6 145
ES 42. GON 19.9 19.5 224

TABLO 9 Depolama siiresi boyunca bagis¢ilar arasindaki trombosit dagilimu

B1_PLT(10e3/ul) B2_PLT(10e3/ul) B3_PLT(10e3/ul)
EDTALI TUP 0. SAAT 208,0 201,0 208,0
EDTALI TUP 5. SAAT 186,0 205,0
TAM Kgi ATTORBA 5. 08,8 160,0
ES 0. SAAT 28,8 35,6 38,0
ES ON RT 33,6 40,0 61,1
ES ON +4 26,7 30,9 46,2
ES7.GUN 32,0 22,1 29,6
ES 14. GON 17,5 23,1 21,9
ES 21. GON 20,4 27,0 278,0
ES 42. GON 47,0 58,7 538
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5. TARTISMA VE SONUC

Transfiizyon sonrasinda alicida karsimiza ¢ikan en Onemli rekasiyonlardan
birisi TRIM’dir. Bu fenomenin depolama siiresince meydana gelen bir dizi hiicresel
degisimlerden (Mynster, ve ark., 1998) ya da allojeneik 16kositler ve bunlardan salinan
mediyatorlerden  (Bordin, Heddle, & Blajchman, 1994) kaynaklandig1
diigtiniilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, depolama siirecindeki CD3", CD4" ve CD8" T
hiicrelerin fonksiyonel degisimleri ve eritrosit slispansiyonlariin saklanmasinda
kulanilan soliisyonlarin 6zellikle T lenfositler iizerindeki etkileri aragtirilmistir.

Yapilan onciil ¢alismalarda CD3", CD4" ve CD8" T hiicrelerin canlilik
sonuglarina bakilmig ve kigiler arasinda depolama siiresi boyunca canlilik bakimindan
farkliliklar oldugu goriilmistiir. Bunun kisiler arasindaki bireysel farkliliklardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. T hiicrelerdeki 6liim oraninin depolama siiresinin 42.
giiniinde ¢ok yiiksek seviyelere ¢iktig1 hatta akim sitometrik analizler sonucunda CD3
kapisindaki hiicre oraninin %0,1-%0,2’lere kadar diisdiigii goriilmektedir. Bu hiicre
oranlar1 21. giinde de benzer bulunmustur. Ancak, depolamanin ilk giinlerinde canlilik
ve CD3+ hiicre oran1 42. giine oranla daha ytiksektir.

CD3", CD4" ve CD8" T hiicrelerin proliferasyon sonuglarina bakildiginda ise
dagilim olarak orantili olmasa da depolamanin 21. giiniinde proliferasyon bagis¢ilarin
birinde en diisiik seviyeye ulasmaktadir. Diger iki bagiscida ise 14. giinde
proliferasyon yetenegi en diisiik seviyeye inmektedir. Caligmamizda 21. giinde CD3
kapisindaki hiicre oranlar1 ¢ok diisiik olmasina ragmen proliferasyon deneyi yapilmis
ve bu hiicrelerin prolifere olmadig1 goriildiigii icin 42. glinde proliferasyon analizi
yapilmamistir.

Bagiscilar karsilastirilacak olursa aralarindaki yas gibi bireysel farkliliklar1 da
g0zoniinde bulundurmak gereklidir. Nitekim yapilan bir ¢alismada yas artig1 ile T
hiicre proliferatif yeteneginde bir kayip, IL-2 sentezinde ve saliminda azalmayla
birlikte T hiicresinin IL-2 reseptoriinii ifade etme kabiliyetinde bir diisiis meydana
geldigi gosterilmistir. T hiicrelerin bu fonksiyon kaybinin temelindeki en biiyiik etmen,
spesifik uyarici sinyallerin T hiicre zarmma baglanmasi ile ortaya cikan aktivasyon
sinyallerine cevap verememesidir (Song ve ark., 1993). Calismamizda yasin

proliferasyon yetenegi iizerinde olumsuz etkisinin olabilmesi s6z konusudur. Ancak,
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bunun i¢in daha fazla goniillii bagis¢inin yer aldig1 genis kapsamli caligmalara ihtiyag
vardir.

Yas ve bireysel immiin sistem farkliliklarinin disinda diger bir sebep, depolama
stireci boyunca CD3", CD4" ve CD8" T hiicrelerin canliliginin eritrositler tarafindan
etkilenmesi ve eritrositlerin hiicrelerin 6liimiine yol agmasi olabilir. Yapilan bir
calismada eritrositlerin T hiicreler lizerindeki olumsuz etkisini
belgelenmigtir (Karsten, & Herbert, 2020). Bu calismada, T hiicrelerini uyararak ve
onlar1 taze otolog eritrositlerle muamele etmenin aktivitelerini 6nemli Olgiide
degistirdigi ortaya konulmustur. Eritrositlerle muamele edilmemis kontrol grubunda T
hiicre proliferasonunun uyarildigit ve bu hiicrelerin apoptoza karsi korundugu
gosterilmistir. Depolamanin ilk giinlerinde eritrositler T hiicreleri iizerinde
proliferasyon ve canlilik agisindan olumlu etkilere sahipken depolamanin son
giinlerinde bu etkiler tersine doniiyor olabilir. Nitekim bagka bir ¢alismada,
eritrositlerin T hiicre proliferasyonu ve bu hiicrelerin hayatta kalmasina olan etkisi
aragtirllmistir. Calisma sonucunda membran yapisi ve islevselligi bozulmamis olan
eritrositlerin ve eritrosit/T hiicre temasmin T hiicre proliferasyonu ve canliliini
arttirdig1 gozlenmistir. Aktive edilmis T hiicrelerinin ve eritrositlerin kiiltiir ortaminda
gozenekli zarlarla birbirinden ayrilmasi veya eritrosit lizatlar1 ile yapilan kiiltiirler
sonucunda T hiicre canlilik ve proliferasyonunda artis goriilmemistir. Bu da T
hiicrelerin eritrositler tarafindan proliferasyonunun ve iglevselliginin desteklenmesi
icin hiicre hiicre temas1 ve eritrositlerin yapisal olarak saglikli olmasi gerekltigini
goOstermistir. Yine bu galisma ile insan CD3" T hiicrelerinin, aktivasyondan 30 dakika
sonra T hiicrelerinin apoptozu ile iligkili hiicre i¢i ROS iirettigi ve eritrositlerin CD3 "
T hiicrelerin ROS iiretimine kars1 koyarak apoptozunu inhibe edip bu yolla T hiicresi
boliinmesini destekledigi gosterilmistir (Fonseca, Porto, Uchida, & Arosa, 2001). Bu
caligmalar depolamanin ilk gilinlerinde canlilik ve proliferasyonun daha yiiksek, son
glinlerinde ise daha diilsiik olamasini agikliyor olabilir.

ES transflizyonu ile meydana gelebilecek reaksiyonlarin ¢ogunun nedeni
hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen, uzun siireli saklama sirasinda eritrositlerde
meydana gelen deformasyonlardan dolayr degisime ugramig bu hiicrelerin bir tedavi
araci olarak kullanilmasi tartisma konusudur (Glynn, 2010). Deforme olmus ES’lerin

transfiizyonu ile olumsuz olaylarin meydana gelmesi arasinda korelasyon bildiren bir

62



cok calisma varken (Hod ve ark., 2010; Karam ve ark., 2010) saklama siiresinin hi¢bir
etkisinin olmadigini bildiren ¢aligma da bulunmaktadir (Patterson ve ark., 2015).

Depolama sirasinda eritrositlere tam olarak ne oldugunu belirlemek igin
yapilan bir ¢alismada bu hiicrelerin morfolojisinin saklama siiresince biiyiik olciide
degistigi, ve hemolize daha duyarli olduklar1 ortaya koyulmustur (Barshtein ve ark.,
2014). Ayrica, bu hiicrelerin depolama sirasinda oksidatif hasara ugradigim ve
yaglanmig eritrosit niteligi almaya basladigini 6ne siiren bir dizi rapor bulunmaktadir
(Kriebardis ve ark., 2008). Bagka bir caligmada ise transfiizyondan 6nce ES depolamak
icin kullanilan kosullara benzer sekilde +4°C'de wuzun siireli saklama
sirasinda eritrositlerin - glikokaliksinde bozulmalar gozlemlenmistir (Halbhuber,
Gliesing, Stibenz, & Makovitzky, 1984; Neu, Sowemimo-Coker, & Meiselman, 2003).
Yaptigimiz deneyler esnasinda da ES depolama siiresi arttik¢a eritrositlerin hemoliz
oraninin buna paralel olarak arttigi, Ozellikle 21 ve 42. giinlerde muhtemelen
glikokaliksindeki bozulmalardan sonra agiga ¢ikan yapilarin PKMNH izolasyonu
sirasinda bu hiicrelerle agrege oldugu gozlenmistir. Bu hemolize ugramig
eritrositlerden salinan yapilar da depolama siirecinde T hiicrelerini olumsuz etkiliyor
olabilir. Nitekim yapilan bir calismada depolama sirasinda hemolize ugrayan
eritrositlerin IL-33 salgiladig: tespit edilmistir. IL-33 salinimin TH» sitokinlerinin
salgilanmasini uyardigi ve alerjik enflamasyonu tesvik etmede anahtar bir rol oynadigi
gosterilmistir. Eritrositlerin  hemolizi sonucunda, bu sitokinin kanin ¢oziiniir
fraksiyonuna katilmasi s6z konusu olabilmektedir (Karsten, & Herbert, 2020). Bu da
depolama sirasinda eritrositlerin T hiicrelerini farkli fenotipe c¢evirebilecegini ve bu
yolla da alicty1 etkileyebilecegini diistindiirmektedir.

Biitin bunlarin yaninda saklama siiresi boyunca canliliktaki bu
dalgalanmalarin nedeni T hiicrelerin preapoptotik siirece girerek PI pozitif olarak
goziikmesi olabilir. Bu yiizden daha ileri ¢aligmalarimizda T hiicrelerin canlilik
analizleri Annexin V PI kiti ile yapilarak hiicrelerin apoptotik ve nekrotik olanlar1
birbirinden ayirt edilmeye calisilmasi planlanmistir.

ES depolama siirecinde depolama i¢in kullanilan CPD ve SAG-M
sollisyonlarinin da immiin sistem hiicreleri {izerinde ¢esitli etkileri mevcut olabilir. Bu
nedenden dolayi kan torbalarmin igerisindeki CPD, SAG-M ve eritrositler diger hiicre

gruplarminin canliligini saklama kosullar1 boyunca etkiliyor olabilir. Bu diisiince ile
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CPD ve SAG-M ile eritrositlerin PKMNH ve graniilosit hiicrelerin canlilig1 iizerindeki
etkilerine bakmak i¢in MTT testi yapilmistir.

CPD ve SAG-M ayr ayr1 kullanildiginda doza bagli olarak PKMNH ve
grantilosit hiicrelerin canliliginin azaldigi ve daima kontrol grubunun altinda oldugu
goriildil. Transflizyonda kullanilan oran ile uyumlu olarak CPD+SAG-M karigiminin
ise hem PKMNH ve graniilosit hiicrelerinin canlililik seviyesini kontrol grubunun da
iizerine ¢ikararak maksimum diizeye ulastirdig1 gozlemlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada da sadece CPD varliginda ES’nin monosit fonksiyonunu
diger ilave soliisyonlarla depolanan ES’lerden daha fazla baskiladigi gosterilmistir
(Muszynski ve ark., 2012). Calismamizda deneyler bagis¢ilardan izole edilen PKMNH
ve graniilosit hiicrelerinin 72 saat boyunca CPD ve SAG-M soliisyonlart ile inkiibe
edilerek iizerine MTT soliisyonu eklenip 24 saat bekletilmesinin ardindan SDS-DMF
eklenip 4 saat sonra spekrofotometre cihazinda okutulmasi ile sonuglanmistir. Ancak,
kanin saklama siiresi 42 giindiir ve bu testlerin ileriki depolama giinleri i¢in de
yapilmaya ihtiyac1 vardir. Boylece ek soliisyonlarla inkiibasyon siiresinin bu
hiicrelerin canlilig1 tizerindeki etkileri daha saglikli analiz edilebilir.

Depolama kosullart boyunca T lenfosit aktivasyon belirtecleri olan CD25,
CD69 ve CD154 de her kosulun 0. 16. ve 72. saatinde degerlendirilmistir.
Bagiscilardan EDTA’l1 tiipe alinan kanlarda 0, 16 ve 72. saatlerinde CD25 CD69 ve
CD 154 ifadelerine bakilmig ve sifirinci saatten 72 saate dogru gidildik¢e bu
belirteclerin ifadelerinin arttig1 goriilmiistiir. Ancak, erken aktivasyon belirteci olan
CD154 ifadesi ilk saatlerde artmig, CD25 ve CD69 ifadesindeki artiglar ise daha
sonraki saatlerde goriilmiistiir. Diger kosullarda da medyan degerlerine bakilinca artip
azalmalar mevcuttur. Ancak, bagis¢t se¢imini hormonal diizensizlikler gibi farkli
kosullardan etkilenmemek icin sadece erkeklerden segmemize ragmen bu kisiler
arasinda aktivasyon belirteclerinin de ¢ok fark oldugu goriilmiistiir. Bunlarin daha
dogru analiz edilmesi i¢in daha fazla bireyin katilimiyla gergeklestirilen bir ¢aligmaya
ihtiya¢c duyuldugu acgik¢a goriilmektedir. Kisisel farkliliklar, yas, T hiicrelerinin
uyarana yanit verme veya T hiicreye eksik sinyal saglama gibi parametreler goriilen
degisken sonuglarinin nedeni olabilir.

Caligmamiz sirasinda baz1 teknik problemlerle de Kkarsilagiimis ve

gozledigimiz teknik problemleri ¢6zmek lizere deney tasarimlarinda diizenlemeler
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yapilmistir. Bunlardan birisi deneylerimiz sirasinda RPMI'min 1gmmasinin  da
spektrofotometre ile algilandigimin saptanmasidir. Bunun {izerine sadece RPMI
kullanildiginda elde edilen OD degeri, hiicrelerin spektrofotometrik sonuglarindan
cikartilarak elde edilen sonuglar daha dogru analiz edilerek degerlendirilmistir.

Ayrica, bu ¢alisma sirasinda diiz tabanli 96'lik kiiltiir kamplar1 kullanilmistir.
Bu kiiltiir kaplar1 hiicrelerin birbiriyle olan iletisimini azaltip proliferasyon ve
aktivasyon becerisini negatif yonde etkiliyor olabilir. Bu nedenle yaptigimiz deneyler
ileriki ¢caligmalarda v tabanl kiiltiir kaplar1 ile tekrar edilip fark olup olmadig analiz
edilecektir. Bunun i¢in de spektrofotometre cihazinda okutulmadan 6nce diiz tabanl
kiltiir kaplarina koyulup 6yle analiz edilecektir. Ciinkii spektrofotometre cihazi
tabandan okuma yaptigindan dolay1 diiz tabanl kiiltiir kab1 kullanmak daha dogru
olacaktir.

Eritrositlerin PKMNH ve grantilosit hiicrelerin canliligt {izerindeki etkilerini
saptamak i¢in yapilan deneyler sonucunda eritrositlerin renginden dolayr yaptigi
isimalar spektrofotometre cihazinda mor renk gibi algilandig1 i¢in yiliksek sonug
verdigi ve yiiksek miktarda eritrosit eklenen kuyularda ise spekrofotometre cihazinin
saptayabilecegi iist sinirida gegtigi goriilmiistiir. Bu nedenle eritrositler daha fazla
diliie edilerek spektrofotometre cihazinda iist smir1 gegmeyecek uygun bir dozu
saptamak ve eritrositlerin ham 1igimalarini bularak dogru sonuca ulagsmak i¢in deneyler
tekrarlanmigtir. Karar verilen doza uygun hiicre sayist hesaplanarak bu deney asamasi
tekrar edilip eritrositlerin PKMNH ve graniilosit hiicrelerin canlilifi iizerindeki
etkilerine bakilacaktir.

Orneklem sayisinin  azhigi, kisisel farklar ve farkli parametrelerin
calisilmasindan dolayu istatistiksel analiz yapilamamistir. Bu nedenle sonuglar medyan
degerleri ile ve kisisel bazda degerlendirilmistir. Ancak ileriki ¢aligmalarda bagisei
sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak; bu ¢aligma depolama siiresinin artigi ile T hiicre canliliginin ve
proliferasyon yeteneginin azaldigim gostermekte ve bu yoniiyle de transfiizyon

immiinolojisine genel bir bakis sunmaktaktir.
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AHTR
ASH
CD

CI
CPD
ES
FNHTR
HSC
GHTR
IFNg

IL

K

MDP
MEP
MHC
MTT
Na

NK
PDI
SAG-M
TGF- B
THR
TI-GVHH
TNF-a
TRALI
Treg
TRIM

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Akut hemolitik transflizyon reaksiyonu

Antijen sunan hiicre

Farklilagsma kiimesi

Klor

Sitrat fosfat dekstroz

Eritrosit siispansiyonu

Febril non-hemolitik transfiizyon reaksiyonu
Hematopoetik kok hiicre

Geg hemolitik transfiizyon reaksiyonu
Interferon gamma

Interlokin

Potasyum

Makrofaj dendritik hiicre onciili
Megakaryosit-eritroid dnciil hiicre

Major histokompatibilite kompleksi
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromiir
Sodyum

Dogal 6ldiirticii hiicre

Programlanmig 6liim proteini 1

Salin adenin glikoz mannitol

Donitistiiriicii biiyiime faktorii B

T hiicre reseptorii

Transfiizyonla iligkili graft versus host hastalig1
Timor nekrdz faktor

Transflizyonla iligkili akut akciger hasar1
Diizenleyici T hiicre
Transflizyonla iligkili immiinmodiilasyon
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8. EKLER

Etik kurul karari
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Etik kurul karari devamm
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