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OZET
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Preoperatif ve intraoperatif dénemde, dokulart hipoperfiizyondan korumak amaciyla,

kristaloid ve kolloid 6zellikler tagtyan bir ¢ok farkl: soliisyon kullanilmaktadir. Son yirmi yil
icinde klinikte kullanilan bu soliisyonlarin, pihtilagma tizerinde bir ¢ok farkl: etkileri
tanimlanmustir. Izotonik NaCl ve Ringer Laktat gibi kristaloidler hiperkoagiilasyona neden
olurken, 6zellikle Hidroksietil starch (HES) gibi koloidlerin pihtilagma zamanini uzattig1 ve
dolayisiyla opeasyon gegiren hastalarda artmig kanama komplikasyonlarina neden olabilecegi
ileri stirilmigtiir.

HES ‘in pihtilagma tizerindeki etkileri, bir ¢ok in vitro ve in vivo ¢aligmada incelenmistir. Bu
calismalarin  sonucunda, HES’in o6zellikle yitksek molekiil agirligindaki (>200kd)
soliisyonlari, plazma vWF’nii azaltarak, von Willebrand hastaligina neden olduklar:
bildirilmigtir. Ayrica son dénemde yapilan aragtirmalarda , platelet function analyser (PFA)
yontemi kullanarak, HES’in trombosit fonksiyonlarin1 olumsuz etkiledigi bildirilmigtir.
Saptanan anti-trombositik etkinin, trombosit agregasyon inhibisyonu olabilecegi ileri
stirtilmiigtiir.

Yapilan tiim g¢aligmalarda koagiilasyonu ve primer hemostazi bir biitiin olarak inceleyen
yontemler kullanmilmig olmasi nedeniyle, HES ‘in trombosit agregasyonu tizerindeki etkisi
bugline dek, net bir sekilde tanimlanmamigtir. Trombosit agregasyonu, kanamanin
durdurulmasinda ve yara iyilesmesinde ¢ok Onemli basamak olmasi nedeniyle, perioperatif
donemde kullanilan sivilarin, trombosit agregasyonu iizerindeki etkileri tiim boyutlan ile
arastirmak ve tammlamak dnem kazanmaktadir.

Giinlimiizde trombosit agregasyon fonksiyonlar1 agregometre yontemi ile aragtirilmaktadir.
Agregometre yontemi trombosit agregasyon fonksiyonlari hakkinda en fazla bilgi veren
yontemdir.

Calismamizda, agregometre yontemi yardimu ile, farkli molekiil agirliginda HES ve %0,9
Izotonik NaCl ile %20 oraminda diltie edilen saglikli 20 donér kamindaki trombosit
agregasyon fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler incelenmistir.

Agregasyon parametreleri olarak, maksimal agregasyon deferi ve agregasyon egim degeri
olarak belirlenmigtir.

Calismanin sonucunda, agregasyon e@im degerlerinin hi¢ bir dilisyon molekiilinden
etkilenmedigi saptanmigtir. Bunun yam sira, diisiik molekiiler agirligindaki HES ve Izotonik
NaCl’tin maksimal agregasyon degerini etkilemezken, yliksek molekiil agirligindaki HES
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sollisyonunun maksimal agregasyon degerini ylikselterek hiperagregasyona neden oldugu
bulunmustur. Yiksek molekiil agirlifindaki HES ‘in bu hiperagregasyon etkisi ilk defa
tanimlanmaktadir. Yapilan onceki galigmalarin sonuglarmma dayanarak, bu etkinin HES’in
trombosit ylizeyini kaplayarak, agregasyonun erken déneminde hizh bir sekilde vWF’nii ve
fibrinojeni baglayarak , trombosit agregasyonunu arttirmasi seklinde gerceklestigi
kamsindayiz. Daha Once tarif edilen anti-trombositik etkinin de , meydana gelen prematiir
trombosit agregasyonu nedeniyle engellenmis trombosit adezyonu oldugu diistinmekteyiz.
Caligmamizin sonuglari, trombosit agregasyonun dig faktdrlerden etkilenme mekanizmalart
konusunda aydinlatic1 bilgiler verdigi inancindayiz. Bu bilgiler 1s181inda, bir ¢ok laboratuar
yOntemini bir arada kullanarak yapilacak yeni galigmalarla, klinikte kullamilan reperfiizyon
sivilarin, pthtilagma {izerindeki etkileri ve kullamm giivenligi hakkinda daha kapsamli veriler

elde edilecegini umuyoruz.
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SUMMARY

»

Various solutions with crystalloid and colloid properties are used during preoperative and
intraoperative period in order to avoid major organ hypoperfusion. In the past twenty years of
clinical practice, many of these solutions have been reported to cause different alterations

over the blood coagulation. Isotonic saline and lactated ringer solution are known to cause
mild hypercoagulation, whereas colloids like Hydroxyethyl starch (HES) demonstrate
inhibition of coagulation and are considered hazardous regarding bleeding complications in
patients undegoing elective operation.

The effects of HES on coagulation have been studied in many in vitro and in vivo trials. Most
of the results have revealed that especially high molecular weight (>200kd) HES solutions
decrease plasma vWF and cause aquired von Willebrand disease. In recent studies,
investigating the effect of HES on primary hemostasis with the use of platelet function
analyser (PFA), it has been shown that HES has an anti-platelet effect, which is considered to
be inhibition of platelet aggregation.

Untill now, all of the investigators have studied the effects of HES on coagulation using
methods that measure parameters of the global coagulation. This is one of the reasons why,
we still don’t know the exact effect of HES on platelet aggregation. Because platelet
aggregation is a major phase in hemostasis and wound healing, understanding the effects of
the solutions used in clinical practice , over platelet aggregation, remains crucial.

At present, platelet aggregation functions are investigated with the use of the aggregometry
device. Aggregometry is the the method that gives the best information about platelet
aggregation.

In our study, twenty healthy donors have donated blood samples which were diluted in a
%20 ratio using HES solutions with different molecular weights and 90,9 saline
respectively. After the preparation of the dilutions, changes in platelet aggregations were
investigated and recorded using the aggregometry method. Maximal aggregation value and

aggregation slope value were taken as parameters of

the platelet aggregation.
Results showed that aggregation slope values were not affected by any solution. We also
found that low molecular weight HES and saline did not affect maximal aggregation values

too, but high molecular weight HES caused increment of maximal aggregation values,



resulting in hyperaggregation, which in turn, as far as we are concerned is being described for
the first time.

Regarding the results of the previous studies, we suggest that this hyperaggregation effect is
due to early binding and consumption of ligands like vWF and fibrinogen, by HES molecules
which are adherent exessively on the platelet surface. The resulting premature aggregation
actually occurs before, or at the time of platelet adhesion, which can lead to impairement of
the whole adhesion process - possible explanation of the anti-platelet effect described
previously by other investigators.

We believe that this study adds knowledge about how external factors affect platelet
aggregation. New trials, combining different methods that investigate possible effects of
commonly used solutions over platelet function, should provide more profound data about the

safety of these solutions.
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1. GIRIS VE AMAC
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Trombositler hemostaz, yara iyilesmesi ve enflamasyon gibi bir gok siiregte basrol
oynamaktadir. Trombositlerin esas = gorevleri, kanama veya enflamasyonda,
agregasyon stireci ardindan endotele yapisip tikag veya trombiis olugturmaktir. Bu
esnada hiimoral immiinitede yardimci rol oynayan molekiillerin, trombosit
graniillerinden salgilanmasi da devam eder. Kanamanin durdurulmasmda bagrol
oynayan trombositler hemostaz siireci esnasinda bir gok dig faktdrden etkilenirler (1).
Kanamali hastalarin siv1 replasman tedavisinde, majér organlari hipoperflizyondan
korumak amaciyla giinlimiizde farkli yapilarda sivilar kullamilmaktadir. Kullanilan
stvilar, kristaloidler ve kolloidler olarak ikiye ayrilirlar:

Binde dokuzluk izotonik soliisyonu ve ringer laktat gibi kristaloidler, plazma
ozmolaritesinde olup voliim genigletici olarak yiiksek miktarlarda kullanilirlar ve
hemodiliisyon yaparak koagiilasyon kaskadinda degisikliklere neden olurlar (2,3). Bu
degisiklikler ilk olarak 1950’lerin sonunda Monkhouse ve Tocantins tarafindan tarif
edilmistir (4,5).

Kolloidler (albumin, kolajen, HES vb) ise voliim genisletici olarak daha nadir
ve daha diisiik dozlarda kullanilirlar. Hemodiliisyona neden olmazlar ancak yiiksek
molekiil agirliklar: nedeniyle koagiilasyon molekiilleri ile etkilesime girip hemostazi
bozma egilimindedirler (6,7).

Albiimin ve jelatinin daha pahali olmalari nedeniyle, son yillarda bunlarin
yerine Hydroxyethyl starch’in (HES) farkli molekiil agirh@indaki bilegikleri
kullanima girmigtir. Yapilan aragtirmalar sonucunda HES bilesiklerinin, von
Willebrand hastaligina benzer bir tabloya sebep olduklar1 gosterilmistir (8,9). Bu
caligmalarda trombelastografi (TEG) yontemi kullanarak, trombosit fonksiyonlarmnin
da olumsuz olarak etkilendigi saptanmigtir (10). TEG yontemi koagiilasyonu bir
biitiin olarak inceler; bu yiizden koagiilasyon basamaklarinn her biri ne sekilde
etkilendigi hakkinda net bilgi elde etmek zordur (11,12). Bu nedenden dolay1 son
yillarda yapilan bazi aragtirmalar, HES in sadece primer hemostaz izerindeki
etkilerini irdelemistir (13). Giinlimiizde primer hemostazi aragtiran tekniklerden en
yaygin kullanilam1 PFA ( platelet function analyser ) dir . Bu yontem, primer
hemostaz1 genel olarak incelediginden, trombosit agregasyon fonksiyonu hékkmda



kesin bilgi vermez. Trombositlerin HES’ten etkilendigi bildirilmis olmasina ragmen,
agregasyon fonksiyonlari {izerindeki etkisi halen bilinmemektedir.

Yapilan son ¢aligmalarda, trombosit agregasyonunun dolayli belirteci olan GP IIb-
IIla ekspresyonu, in vivo gartlarda, HES in etkisi ile azaldig1 gosterilmigtir (14-16).
Buna ragmen, klasik agregomete c¢aligmas1 yapilmadigindan, galigmanin verileri,
trombosit agregasyonunun HES ten olumsuz etkilendigi seklinde, kesin olarak
yorumlanamaz.

HES soliisyonlariin, elektif ve acil operasyonlardaki kullanim giivenilirligi
konusundaki tartigmalar devam etmektedir. Koagiilasyonu uzattigim1 gosteren
calismalar olmasina ragmen, bir ¢ok in vivo calismada HES in koagiilasyon
tizerindeki etkileri klinik olarak anlamli bulunmamugtir (17). Yine de HES in klinikte
glivenle kullanilabilmesi i¢in, son yillarda bu bilegigin farkli molekiiler agirligindaki
formlarn arasinda, koagiilasyon {izerindeki etkileri agisindan, farki aragtiran
caligmalar yapilmigtir ve sonugta yiiksek molekiiler agirhigindaki bilesiklerin
koagiilasyonu daha fazla uzattig: tespit edilmistir (18,19).

Trombosit agregasyonu, primer hemostazin ve yara iyilesmesinin en énemli
basamaklarindandir. Bu nedenle, agregasyonu olumsuz etkileybilecek farkli HES
soliisyonlarin, kanama riski altinda olan hastalarda kullanmadan 6nce bu bilesiklerin
trombosit fonksiyonlari tizerindeki etkileri tiim ayrintilari ile aragtiriimalidir.

Meveut c¢ahgmada, saglikli kisilerden alinan kanlardan elde edilen
trombositler, HES’in farkli molekiil agirligindaki bilesikleri ve izotonik ile %20
oraninda diltie edildikten sonra, agregasyon fonksiyonlarindaki degisiklikler
agregometre yontemi ile aragtirilmigtir. Calismanin diger bir amaci da, agregasyon
fonksiyonlaindaki olast degisikliklerin HES’in molekiil agirligina gore degisip
degismedigini tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Trombositlerin Yapisi1 ve Hemostazdaki Yerleri:

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositlerden meydana gelen, g¢ekirdeksiz,
sitoplazmik fragmanlardir ve hemostaz, tromboz, enflamasyon, yeni doku olugumu
gibi siireglerde 6nemli rolleri vardir. Dolagimdaki insan trombositleri diskoid gekilde
olup goreceli olarak piiriizstiz hiicre yiizeyine sahiptirler. Normal bir trombositin
yapisinda ilk gbze ¢arpan, plazma membram (pm) ve dense tubuler sistemden (dts)
uzanan, kesintisiz bir membran sistemi olan yiizey baglantili kanalikiiler sistemdir
(surface connected canalicular system — SCCS ) (sekil 2.1).

Sekil 2.1 istirahat halindeki trombositlerin elektron mikroskop goriintiisii
(x15000). Plazma membram (pm), dense tubuler system (dts), yiizey baglantilx

kanalikiiler system (sccs), dense graniilleri (d), alfa graniilleri (a)



Plazma membrani, trombosit aktivasyon cevabimi baglatan agonist reseptorleri ve
trombosit adezyonu ve agregasyonuna aractlik eden adhezif molekiilleri gibi bircok
protein i¢ermektedir. Yiizey buSlannll kanalikiiler sistem, plazma bilegenlerine ve
trombosit aktivasyonu sonucunda salgilanan maddelere gegis yolu sz}glamak[adlr.
Trombositler icerikleri aktivasyon esnasinda digsariya bosalan, iki tip depo graniilii (d
ve a ) icermektedirler. Dense tubuler sistem kalsiyumun salgilandigi bolgedir.
Buradan kalsiyum salgilanmasi sonucunda kalsiyuma bazimli aktivasyon enzimleri

tetiklenir ve trombosit aktivasyon cevabindaki kontraktil siirecler baslar (1,20,21).

2.1.1. Trombositlerin hemostazdaki yerleri:

Vaskiiler endotel hasar sonucunda subendotelyal tabaka ortaya ¢ikmaktadir. Bu olay
trombosit adezyonunu tetikler (1). Adezyon siireci, primer olarak Glikoprotein Ib-1X-
V' reseptorii araciligiyla baglatilir.  Subendoteliyal — tabakaya yapigmis olan
trombositler aktive olur ve gevresel dolagimdaki yakinda bulunan dier trombositleri

kendilerine do‘zru ceker, boylece agregat olusumu baglar (cekil 2.2).
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Sekil 2.2. Damar hasar1 sonucunda olusan trombosit tikaci. Olusan damar
hasar1 sonucunda agiga ¢ikan subendotel tabakaya yapisan trombositler aktive

olur, agregasyon siireci baslar ve trombosit tikaci olusur.

Trombosit agregati veya trombiis olugumu, Glikoprotein IIb-Illa aktivasyonu
ve komgu trombositlerin yiizeyleri ile ¢apraz bag olusturan fibrinojen ve von
Willebrand faktorii gibi multivalan adhezif ligandlarin baglanmasi ile olur (1,5)
(sekil 2.3). Agregat, vyiizlerce trombositlerden olusan sekilsiz bir kitledir (sekil
2.3B)



Sekil 2.3. A — Istirahat halindeki trombositler, B — Trombosit agregati. Elektron

mikroskopisi



Siireci baglatan agonist ne kadar giiclii ise meydana gelen agregat kitlesi o kadar
biiytiktiir. Trombositler istirahat halindeyken GP IIb-Illa diigiik afinitededir ve
¢oziiniilebilir fibrinojene baglanamamaktadir. Aktive GP IIb-Illa’ya ligand
baglanmasi trombosit aktivasyonu ile regiile edilir. Trombosit aktivasyonu esnasinda
GP IIb-Illa sekilsel olarak degisime ugrar ve bdylece fibrinojenin baglanmasina
olanak tanir (1,21). Fibrinojenin en az {i¢ adet trombosit tanima bolgesi igerdigi
bilinmektedir. Bunlar Arg-Gly-Asp-Phe (RGDF), A alfa daki Arg-Gly-Asp-Ser
(RGDS) ve gama 400-411 deki dodekapeptid dizinleridir (HHLGGAKQAGDYV).
Fibrinojen molekiiliiniin iki adet RGDX dizini olmasina ragmen, fibrinojenin
trombosite baglanmasi dodekapeptid dizini {izerinden ger¢eklesmektedir (22). Kiigiik
boyutlarindan dolayr bu ii¢ dizinin sentetik peptidleri, aktivasyon durumuna
bakmaksizin GP IIb-Illa’ya baglanabilmektedirler. Bu peptid dizinlerle yapilan
deneylerin sonucunda, fibrinojenin ¢oklu baglanma alanlar1 igermesinin
trombositlerin adezyonu ve agregasyonunda ne kadar 6nemli rol aldif1 gosterilmigtir
(23,24).

2.1.2. Membran yiizey proteinleri: ( tablo 2.1)

GP Ib-IX-V - Insan trombositlerinde, trombosit adezyonundan sorumlu olan primer
reseptér GP Ib-IX’dur. GP Ib-IX biiyiik boyutta ve sadece trombositlerde bulunan,
heterodimerik yapida bir yiizey proteinidir. Diger bir ylizey proteini olan GP V,
GPIb-IX ile 1:2 molar oraninda kompleks olugturmaktadir. Her trombosit tizerinde
yaklagik 25000 adet GP Ib-IX-V kompleksi bulunmaktadir. GP Ib, iki adet distilfit
bag igeren zincirden olugmaktadir — GP Ib alfa ve GP Ib beta — diger yandan GP IX
ve GP V non kovalent bag araciligi ile baglanmistir. Bu kompleksin her alt birimi
lsinden zengin tekrar bolgeleri icermektedir. Kompleks, trombosit yiizeyindeki
major sialoglikoproteini olugturmaktadir ve trombosit membranin negatif yiikiinden
sorumludur (25). GP Ib-IX-V, trombositlerin subendotel tabakaya yapigmas: icin
gereklidir. Bunu agiktaki subendoteliyum tizerindeki hareketsiz vWF ne baglanmak
sureti ile gerceklestirir (26). Ek olarak GP Ib-IX-V tizerinde trombin baglama bdlgesi
de bulunmaktadir, bu Ozelligi diisik trombin konsantrasyonlu durumlarda
trombositlerin agregasyon cevabini arttirmada 6n plana ¢ikmaktadir. Trombositleri
GP Ib-IX-V’den yoksun olan veya az miktarda bulunan kigilerde Bernard-Soulier



sendromu adinda bir kanama bozuklugu goriilmektedir. Bu kigilerin trombositleri
genellikle biiyiiktiir ve vVWF ne baglanamamakta, bdylece etkili bir hemostatik tikag
olugturamamaktadir (27).

GP IIb-[lla- Trombositler aras: etkilesimlerde ve agregasyonda anahtar rol oynayan
ve trombosit tizerindeki fibrinojenin primer baglanma reseptorii olan molekiil GP
IOb-MMa’dir (21). GP IIb-Illa’nin esas gorevi trombosit agregasyonu saglamak
olmasina ragmen, yiiksek hacimli kan kaybi durumlarda GP Ib ile birlikte GP IIb-
[lla da, trombosit adezyonunda yer alir (28). Trombosit agregasyonunda GP IIb-
IMa’mn 6nemi ilk kez Glanzmann trombastenisi olan hastalar iizerinde yapilan
arastirmalarda fark edilmigstir. Bu hastalarda GP IIb-Illa yoktur ya da iglevsizdir. Bu
trombositler tiim agregasyon agonistlerine kargi yanitsizdirlar; ¢ilinkii GP IIb-Illa
trombosit agregasyonunda son ortak yolak konumundadir. Glanzmann trombastenisi
tanisi alan hastalarin trombosit boyutlart ve sayilari tamamen normaldir (29).

GP IIb-Illa, kalsiyuma bagimli bir heterodimerdir ve her trombosit {izerinde
ortalama 40.000 — 80.000 adet bulunmaktadir (21,30,31). GP IIb-Illa molekiillerinin
biiylik gogunlugu dis membran yiizeyinde bulunmasina ragmen, son galigmalarda
alfa graniillerde ve membran afina agilan kanalikiiler sistemde de bulundugunu
gosterilmigtir (32). Trombosit iginde bulunan GP IIb-Illa molekiilleri ancak
aktivasyon esnasinda ortaya g¢ikmaktadirlar. Bu molekiillerin mebran yiizeyine
ulagma hizi ve yiizdesi agregasyon agonistinin giictine baglidir (33,34). Trombosit
agregasyonunu, ve bir dereceye kadar trombosit adezyonunu diizenlemesinin yam
sira, GP IIb-IIla piht1 retraksiyonu siirecinde de 6nemli rol oynar (21,35). Bu siiregte,
piht1 kat1 hale gelmektedir. GP IIb-Illa ve trombositin hiicre iskeleti arasindaki
etkilesim sayesinde, iizerilerinde bagli halde fibrinojen ve fibrin bulunan

trombositler, fibrin iplikleri boyunca kasilirlar ve boylece pihtiy1 sertlestirirler (35).

GPIV - GPIV (CD 36, GP IlIb), insan hiicrelerinde yaygin bulunan bir membran
glikoproteinidir. CD 36’nin, trombosit adezyonun erken evrelerinde araci molekiil
olarak gorev yaptifi ve trombospondinin (TS-1) reseptorlerinden biri oldugu
digtinilmektedir (36,37). Aym zamanda CD 36’nin , bircok hastalik patogenezinde
de rol oynadigi bilinmektedir. Ornegin, miyeloproliferatif hastaliklarda CD 36



ekspresyonu artmaktadir; ayrica bu molekiil Plasmodium falciparum igin eritrositlere
baglanma yeridir (38,39). Baz1 aragtirmalarda, CD 36 ligandlarinin trombosit
aktivasyonunu tetikledigi gosterilmistir. Tarif edilen aktivasyon Fc gamma RII
reseptorlerinden bagimsizdir ve sre ailesinin sitozolik protein kinazlari ile CD 36’ nin
sitoplazmik uzantisi arasindaki etkilesim {izerinden olabilecegi ileri stirlilmiistiir (40).

CD 9— Trombositler ve diger bir ¢ok hiicre yiizeyinde bulunan CD 9, yeni
tammlanan bir protein ailesi olan tetraspaninlere aittir. Tetraspaninler,iki adet
hidrofobik transmembran bolgesi ve iki adet ekstraseliiler dirsekten olusmaktadirlar
(21). Trombosit aragtirmalarinda CD 9’un sinyal iletiminde 6nemli rol oynadig:
gosterilmigtir. Mab 7 gibi, monoklonal anti-CD 9 antikoru ile kargilagtiklarinda
trombositler aktive olur. Mab 7 ile baglatilan trombosit aktivasyonunda,
fosfatidilinositol 4,5 bifosfat dongiisii , kalsiyum akimi ve protein fosforilasyonu
artmakta, b6ylece fosfolipaz C aracili aktivasyon baglamaktadir (41).

Trombosit membran Reseptor gorevi
proteini
GP Ia-Ila Kolajen baglanmasi
GP Ib-IX-V vWf ve trombin baglanmasi
GP Ic-11a Fibronektin baglanmasi
GP IIb-1I11a Fibrinojen, vWf, fibronektin ve vitronektin baglanmas:
VnR Fibrinojen, vWf, fibronektin ve vitronektin baglanmasi
GP1V Fibrinojen, vWf{, fibronektin ve vitronektin baglanmasi
GP VI Kolajen baglanmasi
CD9 Fibronektin baglanmasi

Tablo 2.1: Baglica trombosit membran yiizey proteinleri ve ligantlari.

2.2. Trombosit Agregasyon Basamaklari




2.2.1. GP II b- IlIa sinyalizasyonu:

GP IIb-IIla, trombosit plazma membranindaki iki yonlii iletigimde gorev almaktadir
(sekil 2.4). Agonistlerin kendi reseptorleri ile etkilegime girmesi, hiicre igi iletigim ve
aktivasyon yolaklarmi etkinlegtirir. Bunun sonucunda GP IIb-Illa reseptorii de etkin
hale gelir ve fibrinojen ile vWF iin baglanmasin1 miimkiin kilar (34). Bu ligandlarin
baglanmasi ile birbirilerine komsu olan aktif trombositler arasinda koprii seklinde
baglar kurulur ve bdylece trombosit agregati meydana gelir. Baglanma siireci
esnasinda GP IIb-Illa’da da, sekle duyarli antikorlarla ( m Ab D3 ) tespit edilebilen
bir sekil degisikligi meydana gelmektedir. Bu degisiklikle birlikte, trombosit
fonksiyonunu diizenleyen ileti yolaklarda gorev alan, baz1 proteinlerin fosforilasyonu
da gerceklesir (33,42).

G IIb-Illa’nin aktivasyonu trombin, tromboksan A2, ADP veya serotonin gibi
¢oziiniilebilen agonistlerin birikimi ve salintminin ardindan gergeklesir. Bu ajanlarin
direkt olarak G IIb-Illa iizerinde etkileri yoktur. Trombosit iizerindeki reseptorlere
baglanarak klasik sinyal iletim yolaklarmi etkin hale getirirler (43-45). Olusan
sinyaller genellikle G proteinleri ve tirozin kinazlar tarafindan iletilir. Bunun
sonucunda fosfolipaz C aktivasyonu, sitoplazmik kalsiyumda kinetik degisiklikler ve
hiicresel protein kinazlarin aktivasyonu gerceklesir (33,46,47). Hiicre iginden hiicre
digina dogru olan sinyal iletiminin, agonistlerce baglatilan hiicre i¢ine dogru olan
iletim reaksiyonuna cevap olarak etkin konuma gegen GP IIb-Illa’nin sitoplazmik
kisimlar1 {izerinden gergeklestigi diigliniilmektedir (48). Son aragtirmalarda bu
olaylara aracilik eden molekiillerin kalretikiilin, serin / treonin kinazlar ve R-Ras ile
Rho-A oldugu bildirilmigtir (49). GP IIb-Illa, sekilsel olarak, baglanma agisindan
disiik afinite halinde bulunur(50). Sinyal ileti mekanizmalarin aktif hale gelmesiyle
¢bziinebilen fibrinojen ve vWF nu yiiksek affinitede baglayabilecek uygun sekle
girer (34,50). Sinyal ileti yollarinin inhibitorleri, agonist ile olusturulan integrinlerin
yiiksek afinitede ligand baglama durumlarim1 bozar (51,52). Fibrinojen ve vWF {in
baglanmasi ardindan, GP IIb-Illa bir kez daha sekilsel degisiklige ugrar. Bu
degisiklik anti-LIBS (ligand induced binding sites) denen ozel monoklonal
antikorlarla tespit edilebilir. D3 gibi anti-LIBS ler kullanarak GPIIb-Illa daki ligand
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baglanmasi Slgiilebilir. Bunlar: kullanarak deneysel olarak GP IIb-Illa fonksiyonlar:
bozulabilir veya direkt olarak aktiflegtirilebilir (sekil 2.5).

aktiflesmemis
GP IIb-1lla,

P Yo,

_-~al‘5~iiiﬂesﬁ1i$f GP 1Ib-

%

,.4'5&“ .

aktif hale gelen trombosit
Sekil 2.4. GP IIb-Illa’nmmn iki yonlii sinyal iletisimi. Istirahat halindeki
trombositler lizerinde bulunan GP IIb-Illa plazma fibrinojenine baglanamaz.
Trombosit aktivasyonunun ardindan sinyal molekiilleri GP IIb-IlIa’y1 aktif

hale getirir. Bu asamadan sonra reseptdr vWF ve fibrinojen i¢in yiiksek afinite
kazamr.

Bazi anti — LiBS’ler piht1 retraksiyonunu ve trombosit agregasyonunu
tamamen veya geri doniigiimlii olarak inhibe edebilir. Bu etkiyi resept6rleri bloke
ederek, hiicre digindan hiicre ig¢ine dogru olan iletimi engelleyerek yaparlar.
LiBS’lerin integrinlerin yiiksek affinitede baglama diizeyini ne sekilde regiile
ettikleri halen bilinmemektedir. Bazi ¢aligmalarda, 6n planda GP Ila’nin sitoplazmik
uzantisimn serin ve treonin kalintilarinm fosforile oldugu ve bu bélgelerin
fosforilasyonunun LIBS’lerin baglanmasim regiile edebilecegi gosterilmistir (53).

Hiicre iginin diger elemanlari, integrinlerin sitoplazmik bolgelerine
baglanarak talin ve alfa aktinin igeren integrin aktivasyon kompleksi olusturuﬂar (35,
54) (Sekil 2.4). Buna Ornek olarak, trombin aracilign ile baglatilan trombosit
agregasyonunda GP I-Ila’nin bu sekilde fosforile edilmesi gosterilebilir (55). Bu
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bilgiler 1s:18inda integrinin GP Illa alt biriminin, hiicre digindan hiicre i¢ine dogru
olan sinyal iletiminde anahtar rol aynadigi sdylenebilir. fleti molekiillerin integrin
kompleksi lizerine olan aktivasyonu kolaylagtirici etkileri bu tezi destekler (33,46).
Membran {izerinde meydana gelen sekilsel degisiklikler, ligand baglanmast
esnasinda gozlenen kalsiyum ve magnezyum gibi katyonlarn yer degistirmesi ile
tetiklenebilir (56). GP IIb-Illa’nin, trombositlerin aktivasyon durumu tarafindan
regille edilen ve adezif molekiillerin baglanmasindan sorumlu olan dinamik bir
protein oldugu agikardir.

-imakiif ve baglanmanus wktif ve baglanmaony

IAP) |
o / hm ik ligandiar
;‘M AW {ﬁhm’am&m vWF)

w LE&S - Agregasyon

Sekil 2.5. Trombosit aktivasyonu sonrasinda GP IIb-IIIa’min gecirdigi sekilsel
degisiklikler.

2.2.2. Trombosit hiicre iskeletindeki degisiklikler:

Trombosit proteinleri arasinda en 6nemli olanlardan biri de aktindir. Trombositlerin
birgok islevi i¢in kontraktil proteinlere gereksinim duyulmaktadir. Bu 6nemli islevler
sekresyon, sekil degisikligi, trombosit agregasyonu ve pihti retraksiyonudur. Aktin
ve miyozin, bol miktarda aktin baglayan proteinler i¢ceren trombositin hiicre iskeleti
icinde devamli olarak dinamik bir durumda bulunmaktadir. Duragan haldeki
trombositlerde, hiicrenin yapisal biitlinliigiinii korumakla gérevli olan mikrofilaman
ag1 ve kisa aktin filaman af bulunmaktadir (sekil 2.6).
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Sekil 2.6. istirahat halindeki trombositin mikrofilaman agi. MF — mikrofilaman,

SMF — submembranéz filaman

Kisa aktin filaman agimin birincil yapitast GP Ib-IX kompleksidir. Tkiytizelli
Kd biyikliiginde bir dimer olan, aktin baglayan protein, GP Ib-IX ile trombosit
filamanlar1 arsindaki baglantiyr kurar (57,58). Trombosit aktivasyonu ardindan hiicre
i¢i kalsiyum miktar1 artar; bunun ardindan kalpain adindaki enzim etkin hale gelir ve
aktin baglayic1 proteini ikiye boler. Bu bagin pargalanmasinin ardindan, trombosit
membraninin yapitaglarinin hareket yetenegi artar.

Trombosit aktivasyonu siireci iginde trombositler belirgin  sekil
degisikliklerine ugrarlar. Diskoid sekilden, yaygin pstdopodlarn olan irregiiler
yuvarlak sekle doniigiirler. Bu sekil degisikligi, trombositlerin mikrotubiillerinin ve
hiicre iskeletinin yeniden yapilandirilmas: ile ilgilidir (sekil 2.7).

13




Sekil 2.7. Aktif hale gelmis trombositin hiicre iskeleti yapilanmasi. Filamanlarin
kalin iplik¢ikler haline gelmesi ve yalanci ayakeik olugsumu dikkati ¢eker. MT —
mikrotubiil, AF — aktin filamani, SMF — submembranéz filaman

Sekil degisikligi stirecinde, F veya filament6z aktin orani, istirahat halindeki
trombositlerde %15 iken aktif hale gelen hiicrelerde %70 e kadar yiikselmektedir.
Trombositlerdeki miyozin de fosforile edilir ve aktin filamanlarla iligkiye girer. Sekil
degisirken hiicre iskeletinin yapitaglari, hiicre ytizeyindeki GP IIb-IIIa ile yeni baglar
kurarlar. Bu baglarin kurulmasiyla, trombosit agregasyonunu ve pihti retraksiyonunu
y6nlendiren iletilerin yollar olugturulmus olur (57).

2.2.3. Depo graniilleri ve degraniilasyon siireci:

Trombositlerin graniilleri ¢ok sayida aktif madde icerir (sekil 2.8). Alfa graniilleri,
vWE, fibrinojen, fibronektin, vitronektin, TSP, ve faktdr V gibi koagulan ve adhezif
proteinler diginda, ¢esitli biiylime faktorleri ve inhibitorler de igerirler (32).
Trombosit faktér 4 (PF 4) ve beta TG in serbestlestirilmesi, trombosit
degrantilasyonunun belirteci olarak klinikte kullanilmaktadir. Aktivasyon esnasinda
hem trombosit yiizeyine hem de endotel yiizeyine P-selektin (CD62P,GMP140 veya
PADGEM) tagmir. Bu antijenin 16Kkosit ile trombosit arasindaki etkilesimi arttirdig:
gOsterilmigtir. Ayni sekilde, P-selektinin trombosit yiizeyindeki ekspresyonu da
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aktivasyon belirteci olarak kullanilmaktadir. Hatta bazi aragtirmacilara goére, P-
selektinin plazmadaki yiiksek diizeyleri trombotik hastalikla iliskilidir (59).

Dens graniillerde serotonin, kalsiyum, adenin-guanin niikleotidleri, divalan
katyonlar ve inorganik fosfor depo edilir. Lizozomlar ise hidrolazlarkatepsin ve
heparitinaz gibi hidrolitik enzimler igerirler. Son olarak da peroksizomlarda katalaz
bulunur. Genelde depo organellerin igeriklerinin salmiminin, trombositin maruz

kaldig1 uyarinin giictine bagl oldugu diistintiliir (1).

G TTIb-I1Ta 1 _GP Ib-TX-V
i M" B R N i,
e s at N\\
W e DENS GRANTILLER: ;
P ~, ATP, ADT; GTF,
J/.. . 4 : X o i ‘A
o/ ALFAGRANILLER: fjf E"erizm: w
/' PDGF, TG beta, TSF; yurs, magnezy
PF.4, PAL 1, Fbronektin,
protein’s, Abrina g,
HWMWE, albumin, fkter
5B, vWF,C1, TNH ,f’
g, g asit Hidrolaz o
%“‘?&;‘-m ‘_/f/ ,w‘”fw&
GP IV

Sekil 2.8. Trombosit graniil icerigini ve baghca yiizeyi proteinlerini gisteren

sema.
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2.3. Trombosit Agregasyonunda Gorev Alan Trombosit Agonistleri

2.3.1. Adenozin difosfat (ADP) :
ADP ye maruz kalan trombositlerde sirastyla sekil degisikligi, GP IIb-Illa’nin
fibrinojen baglayan boliimiiniin ortaya ¢ikmasi, fibrinojenin baglanmast ve

agregasyon meydana gelir (sekil 2.9A).

Sekil 2.9. A— ADP ile elde edilen agregat, trombositler , yalanc1 ayakeqik ile
birbirine baglanan amorf kitle olustururlar. B— Epinefrin ile elde edilen

agregatlar. Trombosit membram diiz yapisim korur.

ADP, sitoplazmik serbest kalsiyum miktarini ve hiicre igine kalsiyum girigini
arttinir. Diger 6zelligi de, uyarnlms adenil siklaz1 inhibe etmek ve trombositlerin
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hiicre iskeletinin yeniden yapilandirmasini diizenlemesidir. Aym zamanda ADP,
fosfolipaz C’nin zayif bir aktivatoriidiir. Baz: arastirmacilar ADP’nin, trombositleri,
G proteini (G12) lizerinden aktiflegtirdigini ileri stirmektedirler. Son bulgular,
trombosit tizerinde iki adet ADP reseptorii oldugunu géstermektedir. Birincisi G
proteini ile eslesmis durumda bulunur ve trombosit agregasyonuna aracilik eder,
ikincisi ise kalsiyumun hiicre i¢ine girmesinden ve gekil degisikliginden sorumludur
(43,44).

2.3.2. Epinefrin:

Epinefrin, diger trombosit agonistlerinden, trombosit agregasyonu baglatmasma
ragmen trombosit sekil degisikligine neden olmamasi ile ayrilir (sekil 2.9B).
Fosfolipaz C’nin epinefrin tarafindan etkinlestirilmesi, tromboksan A2 olusumu ile
direkt olarak baglantilidir ve bu etki aspirin tarafindan inhibe edilir. Ancak
tromboksan A2’nin varlifinin, epinefrin ile olusturulan trombosit agregasyonunda
elzem olmadig1 anlagilmigtir (1). Deneylerde aspirin ile inhibe edilmig trombositler
epinefrin ile muamele edilince, hala GP IIb-Illa aktivasyonu ve fibrinojen
baglanmasinin olusabildigi g6zlenmistir. Epinefrinin olas1 diger etki mekanizmas da
trombosit membraninda Na+/H+ degisim hizim: etkilemesi ve bdylece fosfolipaz A2
aktivasyonunu diizenlemesidir. Trombositlerin epinefrine yanitlar1 son derece

degiskendir ve her zaman dogru agregasyon yanitini yansitmaz (20).

2.3.3. Kolajen:

Kolajen, aktivasyonu tetikleyen, adezyonu, graniil bosaltimini ve trombosit
agregasyonunu baglatabilen, ¢dziilmeyen bir proteindir. Diisiik doz kolajen ile
bagslatilan trombosit agregasyon siireci degraniilasyon ile sonuglanir ve aspirin
inhibisyonuna son derece duyarlidir. Trombositlerde kolajen reseptdr gérevi géren
birden fazla protein vardir. Baglica proteinler GP Ia/lla (integrin a2b1) ve GP VI'dir.
GP IV’iin de kolajen baglama 6zelligi oldugu ileri siirlilmektedir (37). Trombin ve
ADP gibi diger aktivatorlere benzer sekilde kolajen ile uyarilma, sitoplazmik
kalsiyum diizeylerinde ve fosfoinositoidlerin {iiretim ve dongiisiinde artig ile
sonuglanmaktadir. Kan akimimi taklit eden perfiizyon kamarasinda yapilan
deneylerde trombositlerin kolajene yapismasi1 vWF {in trombositlerdeki GP Ib ile
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etkilesime girmesine baghdir. Ortamdaki kolajene baglanan vWF immobilize olur
ve trombositler GP Ib aracilifi ile ona yapigirlar (34). Yapigan trombositler
immobilize kolajene GP Ia/lla ve GP IV araciligi ile baglanirlar. Bunun sonucunda
trombositler uyarilir ve agregat olusturmak {izere etraftaki diger trombositler ile bir
araya gelirler (recruitment) (20,60).

2.3.4. Trombin:

Trombin bilinen en gliglli trombosit agonistidir. Trombin reseptérii, 425 amino
asitten olugan ve membran ¢evresinde yedi kez dolagan bir integral proteindir.
Reseptoriin hiicre dig1 kismi oldukga biiyiik bir amino terminal igerir ve bu terminal,
trombin tarafindan Arg-41 bolgesinden ikiye boliniir. Bu amino terminalin
béliinmesi sonucunda ortaya yeni bir amino terminal ortaya ¢ikar ve yeni terminal
reseptdriin  diger bolgesine yapisir (23) Trombositlerin trombin tarafindan
uyarilmalan fosfolipaz C ve fosfolipaz A2 lizerinden gergeklesir. Fosfolipaz C,
plazma membram fosfolipidlerin pargalanmasimi kataliz eder. Sonugta 1,2-
diagilgliserol(DAG) ve 1,4,5- inositol trifosfat (IP3) birikimi olur. Diagilgliserol,
protein kinaz C’yi aktive ederken, IP3 hiicre igi depolardan Kkalsiyumun
serbestlesmesini saglar. Fosfolipaz A2 , aragidonik asit yapimini arttirir ve ardinadan
da aragidonik asitten giiclii bir trombosit agonisti olan tromboksan A2 tiretimi baglar.
Tromboksan A2 plazma membranindaki reseptorlere baglanir ve bdylece
trombositlerin uyarilmaya kargt yanitlarimi giliglendirir. Trombin etkisiyle olugan
diger reaksiyonlar protein kinaz C aktivasyonu, fosfatidil inositol 3-kinaz
aktivasyonu, aktin polimerizasyonu, miyozin hafif zincir fosforilasyonu, tirozin
kinazlarin aktivasyonu ve GP IIb-IIla aktivasyonudur (20, 33).

2.3.5. Trombositlerin antikor aracihg ile aktivasyonu:

Monoklonal antikorlarla meydana gelen trombosit aktivasyonu, antikorun kendi
antijeni ile olan etkilesimi, antijenler arasindaki ¢apraz baglanma veya antjenin Fc
reseptérii ile olan ¢apraz baglanmasiyla olur. Son aragtirmalarda trombosit yiizeyinde
ortalama 3000 adet FcRIl reseptorii bulundugu kesfedilmistir. Fc reseptoriin
trombosit aktivasyonundaki rolii tam olarak bilinmemektedir; ancak deneylerde Fc
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reseptoriin ve antijen capraz bag olusumu sonucunda trombine benzer giite bir

aktivasyon meydana geldigi gosterilmistir (61).

2.4. Trombositlerin Koagulasyondaki Yerleri:

Koagiilasyon kaskadinin aktivasyonu, damar duvarinin epitel hasan sonucunda
ortaya ¢tkmasi ve doku faktoriin salgilanmast ile ba lar. Bunun sonucunda trombin
olu ur ve fibrinden fibrinojen iiretecek reaksiyonlar tetiklenirken bir taraftan da

trombosit aktivasyonu ba lar.

HMWK, PK
xa” ¥ X I ekstrensek yol I
x| Xia g——. TF
. 3 Xa N N

Villa Vila-TF

x” ¥ &

Va
I " lla {thrombin)
(prothrombin) ﬁ

Fibrinogen Fibrin
(factor )

Tablo 2.2. Koagiilasyon cemasi

Fibrin olusumu trombiisiin sa@lamlagmlmasmda anahtar rol oynar. Kati ve
¢oziinmeyen fibrin iplikgikleri olu§lu'8unda, fibrin gatist yiiksek kan akimi esnasinda
meydana gelen basinca direng gosterecek yapiyr kazanir. Trombosit aktivasyonu
sonucunda trombositlerin dis membranlari iizerinde fosfatidil serin artis1 olur ve
boylece faktér Va ile VIIa’nin ba\?xlunma yerlerinin sayist artar, bu durum artmig
prokoagiilan aktivitesine neden olur. Hemostazin doruk noktasi, artmig trombin

yapimdir (1). Trombosit aktivasyonunun bir sonraki basamadinda, piht arttricy



ozellikleri olan trombosit mikropartikiilleri olusur. Ornegin Scott sendromunda bu
mikropartikiiller erken evrede dagildigindan koagiilasyon duraksar ve pihti olusamaz
(62).

3. TROMBOSIT FONKSIiYONLARININ
DEGERLENDIRILMESi: AGREGOMETRE VE DiGER
YONTEMLER

Trombosit agregasyonu, 1970’lerin basindan beri trombosit fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde kullanilan en 6nemli yontemdir. Bu zamandan giiniimiize
Slgiim teknolojisi fazla degismemis olmasina ragmen giiniimiizde lumiagregometre
gibi yontemlerle trombositlerin niikleotid igerigini ve salimmim daha kolay
dlgiilebilir. Klinige bagvuran hastalarin trombosit fonksiyonlarina bakilmadan énce
detayli fizik muayene yapilmast, ilag kullamm 6ykiisiiniin sorgulanmasi, kan sayimi ,
periferik yayma ve kanama zamani bakilmas1 énemlidir. Tiim bu islemler sonucunda
gergekten trombosit fonksiyon bozuklugu diistiniiliirse agregometre yontemine
gegilmelidir. flag 6ykiisii onemlidir; keza aspirin, NSAII, beta laktam antibiotikler ve
hemen her ila¢ potansiyel olarak trombosit fonksiyonlarim etkileyebilir. Bu etki bir
¢ok ilag igin ancak ileri yontemlerle tespit edilebilir ve genellikle klinik dnemi
yoktur. Ozellikle fosfolipaz metabolizmasini, siklooksijenaz yolunu inhibe eden
aspirin, ADP antagonisti olan klopidogrel ile tiklopidin ve immiin antikor yaniti

baglatabilen beta laktam antibiotikler (6zellikle sefalosporinler) dikkate alinmalidir.
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Membran stabilize edici ajanlar

Trombosit reseptor antagonistleri
(absiksimab,tirofiban)

Beta blokerler

Lokal anestetikler (prokain)
Antihistaminikler

Trisiklik antidepresanlar

Prostanoid sentezini etkileyen

ajanlar

Aspirin ve ASA i¢eren ilaclar, NSAIi
Kortikosteroidler

Antibiotikler (genelde yiiksek dozda)

Penisilinler, Sefalosporinler

Diger beta-laktam tiirevleri

Siklik AMP diizeyini arttiran

ajanlar

Dipiridamol, a

filin, pr

Yiyecek ve i¢ecekler

Alkol,sarmisak

Diger

Heparin, dekstran, etanol, fenotiazin,

klofibrat, papaverin

Tablo 3.1. Trombosit fonksiyonlarin etkileyen ilaglar

Eger agregometre ile bozukluk tespit edilemez ise depo havuzu hastaliklari ve

salimm bozukluklart aragtirilmalidir. Bunun igin lumiagregometre, GP Ib, GP IIb-
Illa flow
kullamlmaktadir (20).

Agregasyonu incelemeden once, degiskenleri belirlemek ve standardize

sitometrik analizi, reseptér occupancy yontemleri giiniimiizde

etmek 6nemlidir. Asagida en 6nemli degiskenler hakkinda bilgi verilmektedir.
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3.1.Degiskenler

3.1.1. Kullanmilan antikeagiilanlar

Sitrat:  Trombositlerin agregasyon c¢aligmalarinda geleneksel olarak 9:1 oraminda
hem 0,1 M hem de 0,129 M ( tampone edilmis ve edilmemis) sitrat kullanilmaktadir.
Kolajen, epinefrin ve ADP gibi geleneksel agonistlerle yapilan aktivasyon sonucunda
kullanilan iki sitrat tiirii arasinda fark bulunmamaktadir. ADP’nin diigiik
konsantrasyonlarda kullandigi durumlarda sitrat konsantrasyonu yliksek ise daha
digtik agregasyon cevabi gozlenebilir. Bu durum &zellikle, don6r hematokritinin
yiiksek olup gerekli diizenlemeler yapilmadiginda daha belirgin hale gelir , ¢linkii bu
durumda sitrat-plazma oram artmustir. Eger 6rnek 1-2 saatten fazla bekleyecekse
pH’1 sabit tutacagindan tamponlanmig sitrat kullanilmasi daha uygundur (63,64)
(sekil 3.1).

M ADP Tuhd Al 1 M ADP

Sekil 3.1. A — 0.1 M tamponlanmis sitrath kanda ADP yamiti. B — 0.129 M
sodium sitratla tamponlanmiy kanda ADP yamiti. C — ACD ile antikoagiile
edilen kanda ADP yaniti.

Heparin: Baz1 6zel durumlarda heparin trombosit testlerinde kullanilabilir. Ancak
birgok kiside, sitrata oranla heparinli tiipe almman PRP’deki (platelet rich plasma —
trombositten zengin plazma) trombosit sayisi belirgin olarak daha az olacaktir.
Bunun diginda nadiren de olsa, heparin ile muamele edilen trombositlerde

kendiliginden agregasyon goriilebilir (sekil 3.2). Sonug¢ olarak heparin trombosit
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agregasyonu ¢aligmalarinda kullamlmamasi gereken bir antikoagulandir (20,65).

4
M"‘—“ Sl

g

RS

Sekil 3.2. Heparinli hemaodialize giren bir hastanin spontan agregasyonunu

gosteren egri.

EDTA: EDTA soliisyonu, agregasyonu siirdiirecek yeterli kalsiyum icermediginden,
uygun bir ajan degildir (65).

PPACK: (sekil 3.3) D-fenilalanin-prolin-arjinin-klorometil keton, bir antitrombindir.
Bu ajan kalsiyumu baglamadifindan, kalsiyuma bagli trombosit fonksiyonlarim
bozmaz, ayrica heparin gibi proagregan Ozellikler tasimaz. Akut koroner
sendromlarda  kullamilan bazai GP [IIb-Illa antagonistlerinin, trombosit
agregasyonunun IC 50 ( %50’sinin inhibe olmasi igin gerekli konsantrasyon)
inhibisyonu tizerinde plazma serbest kalsiyumunun belirleyici oldugu gosterilmigtir.
Bu etkinin in vitro degerlendirilmesinde, ilaglarin agregasyon inhibisyon diizeyini
dlgiimlerinde PPACK ile antikoagule edilmis kan kullanilmaktadir. Ne yazik ki
PPACK, olduk¢a pahalidir ve antikoagiilan etkisi ¢ok uzundur - 0,3 M de etki
saatlerce devam eder, 24 saatlik etki ise 2,4 M ile elde edilir (65).
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Sekil 3.3. PPACK ile antikoagiile edilen kandan hazirlanan PRP’nin farkh
agonistlere karsi olan agregasyon ve sekresyon yamtlar. Ustteki egri
sekresyonu, alttaki efri agregasyonu gosterir. Sitrat ile hazirlanan kandan
farkli olarak PPACK’h kanin trombositlerinde ADP’ye kars: sekresyon yanita

gizlenmez —A.

ACD: Bu antikoagiilan PRP pH’n1 6,5” a kadar diigtirdiiglinden, agregasyon deneyleri
icin uygun degildir. ACD ile trombosit yikama ve jel-filtrasyon deneyleri yapilabilir
(66).

ACD-4 ve CPD: Bu bilesikler, PRP’nin pH’m1 7,2’de tutacak sekilde hazirlanmgtir
ve agregasyon deneylerinde kullanilabilir (66).

3.1.2. Ortamm pH’1:

Trombosit agregasyonu testleri, pH 7,2 ile 7,4 arasmdaki degerlerde yapilmalidir.
Daha diigiik pH’ta trombositlerin yamt verme yetenekleri giderek azalir ve pH 6,5’ta
tamamen yanitsiz hale gelirler. Diger yandan pH’in artmasiyla trombositlerin
agregasyon yanitlar1 da artar. pH’in 8,1’den yiiksek oldugu durumlarda spontan
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agregasyon gozlenir. Bu durumda trombositleri i¢inde az hava bulunan kapakli
tiiplerde saklamak daha uygun olacaktir (65) (sekil 3.5A ve 3.5B).

3.1.3. Ortamin 1s1s1:

Trombosit agregasyon testleri in vivo ortamu taklit ederek 37° C de yapilmahdir.
Caligmalarda soguk ortamda saklanan trombositlerin  yeniden 1sitilip
karigtirildiklarinda spontan agregasyon gelistifi gosterilmistir. Diger yandan fazla
isitilan trombositler agonistlere karsi abartili agregasyon yamitlan gosterirler (55)
(sekil 3,4 A, 3,4C, 3,4 D).
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Sekil 3.4. Trombosit hazirlanmasi ve ¢evre faktorlerin agregasyon iizerindeki
etkisi. A — uygun sekilde hazirlanan trombositlerin agregasyon egrileri. B —
Trombostilerin ortam pH tamponlanmis sitratta 8,0 e, sodium sitrath kanda ise
8,5 ¢ kadar arttirildiktan sonra gbzlenen hiperagregasyon. C — buzlu suda 15dk
boyunca saklanan trombositlerde gozlenen artmg agregasyon. D -

buzdolabinda (4° C de) uzun siire saklanan trombositlerde spontan agregasyon.

26



3.1.4. Kullanilan tiipler:

Trombositler, plastik veya silikonlu cam tiiplerde saklanmalidir. Uzeri kaplanmamis
cam trombositleri aktive eder. Trombosit hazirlanmasi ve saklanmasinda polipropilen
tiiplerin polistiren ve polikarbonat tiiplere giire daha giivenli oldugu gosterilmigtir
(20,65).

3.1.5. Agregometrenin karigtirma hizi:

Agregasyonun gergeklesmesi ic¢in trombositlerin birbirileri ile temasa gegmeleri
gerekir. Karigtinlmamig trombositlere agonist eklenirse, mikroagregatlar olugsur
ancak karigtirilmadiklar1 siirece goriinebilen agregat olugsmaz (sekil 2,5). Herhangi
bir cihaz igin en uygun karistirma iz, PRP kolonun yiiksekligi, kiivetin ¢ap1 ve
kullanilan karistirma ¢ubugunun biiyiikliigiine gére ayarlanir (65).

Sekil 3.5. A — karigtirtlan PRP de agregasyon yaniti. B — kangtirilmamg PRP
deki agregasyon yaniti.
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3.1.6. Trombosit sayisi:

PRP hazirlanirken Ornekler arast degiskenligi en aza indirmek amaciyla, PPP
(platelet poor plasma) kullanarak trombosit sayilart aym seviyeye getirilmelidir.
Trombosit agregasyonu trombosit sayilarindan etkilenebilir; ancak bu etkinin
goriilmesi i¢in trombosit sayisinin gergekten ¢ok diisiik olmasi gerekir. Bunun tersi
olarak niikleotid salmimi Sl¢timleri, trombosit sayisindan belirgin olarak etkilenirler
(sekil 3,6). Eger caligmalar diigitk trombosit sayisiyla yapiliyorsa, ¢ikan sonuglar
normal sonuglara gore ayarlanmalidir. Normal bir ¢aligma yiiriitmek i¢in trombosit
sayismin 250,000 ile 300,000/mm3 arasinda olmas: gereklidir (20,65).
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Sekil 3.6. A — trombosit sayisma gore agregasyon yiizdesi. B — trombosit
sayisina gore sekresyon yamiti. 10 M ADP ile olusturulan agregasyon

egrilerinden alinan sonuglar.

3.1.7. Fibrinojen:

Fibrinojen, trombosit agregasyonu i¢in elzemdir. Cok diisik fibrinojen
konsantrasyonlar1 ve anormal yapidaki fibrinojen, trombosit agregasyonunu inhibe
edebilir (65).
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3.1.8. Hemoliz:
Pargalanmis eritrositlerden ortaya salinan niikleotidler ADP’ye yaniti1 baskilayarak,
trombosit fonksiyonlarini bozabilirler (65).

3.1.9. PRP’ye eritrositlerin karigmasi:
PRP iginde eritrositlerin bulunmasi, trombosit agregatlarin agregometre tarafindan
tespit edilmesini engelleyebilir ve agregasyon yiizdesini diisiik gésterebilir (65).

3.1.10. Lipemi:
PRP’de yiiksek oranda lipit (6zellikle trigliserit) bulunmas: 11k gegirgenligini
degistirerek agregometrenin yanlig 6lglim yapmasina neden olabilir (65).

3.1.11. Kan alma teknigi:

Yapilan aragtirmalarda Vacutainer ile toplanan kanlarda diisiik diizeyde erken
trombosit aktivasyonu gozlenmistir. Bu sekilde toplanan kanlarda yapilan
agregasyon caligmalarinda ADP’ye karg1 artmig yamit tespit edilmistir. Agregasyon
caligmalart i¢in kan drnekleri plastik enjektor ile fazla negatif basing uygulamadan ve
damar etrafindaki dokulan travmatize etmeden alinmalidir (65).

3.2. Kanin Trombosit Agregasyonu i¢in Hazirlanmas1
3.2.1. Yontem:
Ideal olarak, trombosit fonksiyon galigmalar icin toplanan kan plastik enjektor ile
alindiktan sonra 1ml tamponlanmis sitrat i¢eren plastik tiiplere konulmali. Ardindan,
tiipteki kanlar bazal trombosit sayisina gére, 135 ile 800 r/min arasinda bir devir hiz1
ile 10-15 dakika santrifiij edilir. Islemin sonunda eritrositler, 15kositlerin biiyiik bir
kismi1 ve trombositlerin az bir kismu tiipiin alt kismina ¢Oker. “Buffy coat”un
tizerindeki kisimda trombositten zengin plazma bulunmaktadir (PRP). Mikropipet
yardim ile alttaki eritrositlerle karigtirilmadan PRP uzaklagtirilir ve ayr1 bir plastik
tiipe konulduktan sonra trombositler sayilir. Eger say: istenilenden fazla ise eldeki
PRP, trombositten fakir plazma (PPP) ile formiile uygun olarak diliie edilir.

PPP elde etmek i¢in, PRP’si alman santrifiij edilmis kan bir kez daha 1500-
3000 r/min hizinda 15 dakikada santrifiij edilir. Bu iglemin sonunda eritrosit ve
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“buffy coat” tizerinde berrak, trombositten fakir ve bagka hi¢ bir hiicre igermeyen
plazma bulunur. Buna trombositten fakir plazma denir- PPP (sekil 3,7) (65,69).

FEF nln kazlebnmas]

antilenapiile
edilmis tam kan

Sekil 3.7. Tam kan érneginden PRP ve PPP hazirlanmasi.

Hematokritin normal sinirlarm diginda oldugu durumlarda, uygun plazma —
sitrat oranim tespit Etmek icin gu formiil kullantlir:
5/(1-0,Hct) = 1ml antikoagiilana eklenmesi gereken tam kan miktar.

Trombositten zengin plazmanmn icindeki trombosit sayisim1 ayarlama formiilii:
Istenilen PRP sayis1 / Eldeki PRP sayis1 (ml) + PPP(ml) = 1ml Ayarlanmig PRP

3.3. Trombosit Agregasyonu ve Sekresyonu:

Trombosit fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan laboratuar
yontemi, agregometre yOntemidir. Bu cihaz, kangtirilmakta olan trombosit
slispansiyonuna digardan agonist eklenmesi sonucunda zamana kargi geligen 151k

gecirgenliginin artigim kaydeder (sekil 3,8). Diger baz1 cihazlar ayrica agregasyon
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olusum hizinm da Slger. Trombosit graniillerin i¢indeki maddeler ortama salinmadan
agregasyonun anormal olacag bilinmektedir. Boyle bir durumda agregasyon
egrisinin sadece primer dalgasi tepit edilir. Bu anomali olas1 depo havuzu hastalig

veya salimim kusurunun isaretidir ve ileri tetkiklerle aragtirilmalidir (65,68,69).
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Sekil 3.8. Agregasyon egrisi paralelinde devam eden agregat olusumu ve artan

151k gecirgenligini gosteren sema.

3.3.1. Trombosit agregasyon yontemi

Daha 6nce tarif edilen yénteme uygun olarak PRP hazirlanir.

Agregasyon kiivetine 0,45-0,50ml PRP eklenir. Bu PRP %0 151k gegirgenligi’’ni
ifade eder.

Ayn bir kiivete 0,45-0,50ml PPP konur. PPP kiiveti, %100 151k gegirgenligi’’ ni
ifade eder.

Her iki kiivete karistirma ¢ubugu eklenir ve 2 dakika isitilir. Kiivetlerin kenarlar
parmak izlerinden olugan artefaktlari ortadan kaldirmak igin dikkatlice silinir.

PPP igeren kiivet reaksiyon kamarasina konur ve cihaz %100 151k gegirgenligine
uygun olarak ayarlanir.( PPP = TAM GECIRGENLIK)
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PPP kiiveti yerine PRP igeren kiivet konur ve cihaz bu kez %0 151k gegirgenligi
noktasina gore ayarlanir (PRP = ISIK GECIRGENLIGI YOK)

Cihaz bir kez sifirlandiktan sonra, PRP ile 30 saniyelik bazal grafik ¢izilir ve
ardindan PRP’ye agonist ilave edilir.

Cizilen grafigin maksimal noktasina gelmesi ve 2-3 dakika bu diizeyde degismeden
seyrettigi gézlenince test bitirilir ve sonuglar hesaplanir (65,67-69).

3.3.2. Sonuclarm hesaplanmasi:

Trombosit agregometresi ile elde edilen grafikler iizerinde yapilan iki temel &l¢tim
vardir. Bunlardan birincisi maksimal agregasyon ylizdesi, agregasyon cevabimn
gliclinii  g6sterir.  Digeri agregasyon egfimi veya agregasyon hizidir. Bu von
Willebrand faktor ristosetin kofaktor aktivitesinin belirlenmesinde kullaniimaktadir.
Her iki 6l¢iim de kolaylikla cihaz kullanmaksizin yapilabilir ve be sekilde yapilmasi
tercih edilir, ¢linkii otomatik Olgen cihazlar deagregasyonu ayrt edemediklerinden
bazen yanlig diigiikk sonuglar verebilirler (20,68,69).
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Maksimal agregasyon yiizdesinin hesaplanmasi: Kayit kagidindaki bazal ¢izgi ile

%100 noktas1 arasindaki kareler sayilir (B). Bazal ¢izgi ve egrinin en tiist noktasi
arasindaki kareler saylir (A). A/B maksimal agregasyon yiizdesidir (sekil 2,9).
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Sekil 3.9. Maksimal agregasyon yiizdesinin hesaplanmasi A/B

Agregasyonun sayisal degerinin hesaplanmasi diginda, agregasyon egrilerin
sekilleri de degerelendirilmelidir. Her agoniste karg1 ayn bir agregasyon egrisi
olustugundan egrinin seklinden yola ¢ikarak birgok bozukluk hakkinda yorum
yapmak miimkiindiir. Ideal agregasyon sekli sekil 3.10 de gosterilmektedir.
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Sekil 3.10. Ideal agregasyon sekli

Egim veya agregasyon hizimin hesaplanmas (sekil 3.11): Agregasyon egrisine teget
bir dogru ¢izilir. Kayit kagidinin bir dakikada kag kare ¢izdigi sayilir. Bazal ¢izginin
bir dakika mesafesinden, 90 derecelik ag1 ile, agregasyon egrisine teget olan dogru
y6niinde ikinci bir dogru ¢izilir. Her iki dogrunun kesistigi nokta bulunur (A). Bu
noktadan bazal ¢izgiye kadar olan kareler sayilir ve 0 ile %100 noktasi arasindaki
kareler toplamina béliiniir. Elde edilen sonug, agregasyon egrisinin egimi veya bagka
bir ifade ile agregasyon reaksiyonun hizidir (M). M = A/B.
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Sekil 3.11. Agregasyon egrisinin hesaplanmasi. M=A/B

3.3.3. Trombosit sekresyonu:

Trombosit sekresyonu galigmalar1 agregasyon testlerine gore, trombosit fonksiyonu
aragtirmalarindan daha ileri bir basamaktir. Bu tip tetkikler, depo havuz hastaliklar
ve graniil salimm defektleri sendromlarindan siiphelenildiginde kullanilir. Hastalar
genelde herhangi bir ilag 6ykiisti vermemektedir; ileri diizeyde kanama bozukluklart
ve normal agregasyon sonuglari gostermektedirler. Aym zamanda bu c¢aligmalar
klinik aragtirmalarda, trombosit aktivasyonu ve inhibisyonu aragtirilirken de
kullanilmaktadir. Trombosit sekresyonu degerlendirmesinde dért yontem
kullanilmaktadir (69,70):

Lumiagregasyon: Bu yontemle trombosit sekresyonu ve agregasyonu es zamanl

olarak 6lgiiliir. Yontemin ¢aligma prensibi, atesb6cegi lusiferazi ile boyanan ATP’nin
salimim diizeyini 6lgmektir, es zamanli olarak agreagasyon egrisi de elde edilir (69).

C 14 Serotonin salimmi: Bu yontemle dense graniillerin salinim kusurlar

degerlendirilir.
Beta tromboglobiilin ve trombosit faktor 4 (PF 4) diizeyi 6lgiimii: PF 4 dlglimii alfa
graniillerin fonksiyonlar: hakkinda bilgi vermektedir.
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Dense  graniillerin __uptake ve salimmunin__flow sitometrik _yintemlerle

degerlendirilmesi (70)

3.3.4. Agregasyonun kullanilan trombosit agonistine gore degerlendirilmesi:
ADP: Trombosit agregasyonu aragtirmalarinda genellikle 1 M ile 10 M arasindaki
konsantrasyonlar kullamlmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlar kullanildiginda
genellikle monofazik egri elde edilirken diisiik konsantrasyonlarda (1 - 3M arast),
monofazik veya endojen ADP salinmini gosteren bifazik egriler elde edilebilir. Cok
diisiik konsantrasyonlarda, fibrinojenin baglanmasi geri d6niisiimsiiz olmadigindan
deagregasyon go6zlenir. ADP agregasyonu siklooksijenaz yolunu, dolayis: ile
trombosit salinimim da bloke eden ASA ve diger anti trombositik ajanlarca inhibe
edilir (20,68).

Epinefrin: Genellikle SM ile 10M rasindaki konsantrasyonlar kullanilir. Epinefrinle
ilk 8nce kisa bir erken yanit egrisi, ardindan da niikleotid salimmina bagl tam yanit
egrisi gozlenir. ADP’de oldugu gibi, epinefrinin ikicil yanit1 ASA, NSAII,
antihistaminikler ve bazi antibiotikler tarafindan inhibe edilebilir. Epinefrin,
trombosit agregasyon ¢aligmalarinda kullanilan, giivenirligi en az olan agonisttir, bu
yiizden sadece epinefrin egrisinde bozukluk tespit edilirse trombosit agregasyon
kusuru olarak degerlendirilmemelidir (20,68).

Kolajen: Kolajenin bir ¢ok ticari formu bulunmasina ragmen en sik kullamilan at
kolajenidir. Genelde 1 ile SM konsantrasyonlarinda kullanilir. Kolajen, laboratuarda
kullanilan en giiclii dogal agonisttir. Elde edilen egride ilk 6nce, yaklasik bir dakika
stiren, negatif degerde bekleme faz1 goriiliir. Bu bekleme faz1 esnasinda, trombositler
kolajen iplik¢iklerine yapisir, sekilsel degisiklige ugrar ve graniil salimim meydana
gelir. Goriilen agregasyon egrisi aslinda salinim safhasina denk gelen ikincil egridir.
Bdoylece kolajenin diisiik konsantrasyonlarinda ASA ve diger antitrombosit ajanlar,
agregasyon yanitini tamamen inhibe eder ve higbir egri olusmaz (20,68).

Aragidonik asit (A4).: Siklooksijenaz varlifinda AA, giiclii bir trombosit agregasyon

agonisti olan tomboksan A2’ye doniigiir. Dolayisi ile siklooksijenaz yolunu inhibe
eden ajanlar, AA’ya karsi agregasyon cevabimi bozarlar. Bu olumsuz etki salinim
kusuru ve Glanzman hastalifi olan kigilerde de goriiliirken depo havuz hastalif
olanlarda goriilmez (20,68).
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Ristosetin: Bir antibiyotik olan ristosetin genelde 1,5mg/ml konsantrasyonunda
kullanilir, Normal trombosit ve vWF varlifinda trombosit agregasyonunu baglatir.
Ristosetine yanitsizlik Bernard-Soulier hastaligi ( GP Ib eksikligi) , von Willebrand
hastaligt ve depo havuz hastaliklarinda goriiliir. Diger agonistlerde oldugu gibi
ristosetin yanit1 da ASA ve diger ilaglardan etkilenir; ancak tamamen yanitsizlik
goriilmez (20,65,67,69).

Alfa Trombin: Cok giiglii bir agonist olmasina ragmen fibrinojeni ikiye ayirmasi
sonucunda PRP iginde pihti olusumuna neden oldugundan agregasyon testlerinde
fazla kullamlmamaktadir. Bunun yerine zor elde edilebilen gama trombin
kullanilabilir. Alfa trombin, yikanmig ve jel filtrasyona ugramis trombositlerle
yapilan galigmalar i¢in daha uygundur (65,68,69).

TRAP: Kigiik bir peptid olan, trombin reseptdr agonist peptidi (TRAP), trombin
reseptoriindeki N-terminal bolgesinin trombin tarafindan hidrolizi sonucu olugan
“’kenetlenmis ligand”’ 1n amino asid dizinine denk gelir. Bu peptit dizini, fibrinojen
pargalanmasi ve pihti olusumu komplikasyonlar1 olmaksizin, trombin ile olusan
gliclii agregasyonu taklit eder. TRAP’e yanit, Glanzmann trombastenisi olanlarin
disinda tiim trombositlerde normaldir. Son zamanlarda TRAP, yeni antitrombosit
ilaglarin farmakodinamik etkilerini aragtirmakta kullanilmaktadir. Genellikle 5 ile
10M arasindaki konsantrasyonlarda kullanmlir (20,68,69).

m_Ab7: Anti-CD9 monoklonal antikoru olan bu agonist, trombosit FC gama RII
reseptorii ile CD9 arasinda ¢apraz bag olusturur. Genellikle depo havuzu hastaligi ile
salimm kusurlarimi birbirlerinden ayirdetmek igin yapilan ¢aligmalarda kullanilir.
Depo havuzu hastaliklarinda anormal yamit alinirken salmim kusurlarinda yanit
normaldir(70). Glanzmann trombastenisi olanlarda, bu agoniste karsi agregasyon
cevab1 bozulmugtur ancak salinim yanit1 normaldir (71,72).

D3: D3, GP Illa’ya karst olan monoklonal bir antikordur. Bu antikor, GP IIb-Illa
kompleksini fibrinojene baglanmasi igin tetikler ancak trombositleri aktive
edemediginden agregasyon egrisinde ancak %25-%35 arasinda yanit g6zlenir. Bu
nedenden dolayn D3 daha ¢ok GP IIb-Illa’nin gekilsel degisiminin incelendidi
aragtirmalarda kullanilmaktadir (72).
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Sonug olarak, laboratuarda yapilan her test gibi, agregasyon ve salimim

calismalarinda kullanilan agoniste gore yanit dagilimmi gésteren normal degerler

belirlenmelidir. Tablo 3,2 de en sik kullanilan agonistlerin beklenen normal yanit

degerleri gésterilmistir.
Agonist Agregasyon yiizdesi Salinan ATP miktar
(%) (Nm)

10 pM ADP 71-88 0,40 — 0,64
5 pM ADP 69-88 0,41 - 0,63
1 M ADP 13-58 0-0,47
0,5 pM ADP 7-23 0

2 pM /ml Kolajen 70-94 0,46 — 0,74
1 pM/ml Kolajen 26-98 0,26 - 0,76
5 uM Epinefrin 78-88 0,40 — 0,52
0,024 U/ml y-Trombin 1791 0,80 - 1,60
20 pg/ml mAb7 65-96 0,78 — 1,56
5 upM TRAP 63-96 0,78 — 1,56

Tablo 3.2. Farkh agonistlerin normal agregasyon yanit1 degerleri

3.4. Trombosit Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesinde Kullanilan Diger

Yontemler

- Piht1 retraksiyonu dlciilmesi:
Piht1 retraksiyonu, tam kan veya PRP de olgiilebilir. Trombositlerin fibrinojenle

etkilesime girmesine bagimlidir. Anormal pihti retraksiyon sonuglart anormal

trombosit sayisi, glikoprotein miktar1 ve yapisi, trombosit ileti mekanizmasi,

fibrinojen diizeyi ve yapisinin oldugu durumlarda g6zlenir (68,73).

- Trombosit adezyonu dl¢iilmesi

- Trombosit yiizey proteinlerinin flow sitometrik yontemle dl¢iillmesi

- Trombosit reseptorlerinin degerlendirilmesi
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4. TROMBOSIT FONKSiYON BOZUKLUKLARI
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Trombosit fonksiyon bozukluklar: kisaca iki ana grupta degerlendirilebilir:
*Zay1f agonistlere kargi diisiik trombosit yamt: ( depo havuz hastalii, salimm
kusurlar1 ve diger aspirin benzeri etki gbzlenen durumlar ).
*Tiim agonistlere karsi tam tam yamtsizlik ( Glanzman benzeri hastaliklar —
GP IIb-llla kusurlar: ). Bu tip agregasyon yanitsizlid, disfibrinojenemi
durumunda da gézlenir (1,74).

4.1. Depo Havuz Hastaliklar: (SPD) ve Salinim Kusurlar::

Depo havuz hastaliklart ve salimim kusurlarinda anormal veya eksik ikincil
agregasyon egrisi gbzlenir. Bunun sebebi, trombositlerin depo graniillerinden
nikkleotid salimminda bozukluk olmasidir. Bu tip hastaliklarda anormal kanama
zamani ve normal agregasyon maksimal ylizdesi gézlenir. Kesin tani ancak adenin
niikleotid ¢aligmalar ile konur (75,76).

4.1.1. Depo havuz hastahklar: ( graniil var, ancak anormal yapida veya icerdigi
madde anormal)
Hermansky-Pudlak sendromu (okiilokiitan6z albinizm)
Chediak-Higashi sendromu ( parsiyel oktilokiitan6z albinizm)
Wiskott-Aldrich sendromu
TAR sendromu

4.1.2. Alfa/dense graniil depo havuz hastali

4.1.3. Alfa graniil yetersizligi ( hi¢ graniil yok)

Gri trombosit sendromu
4.1.4. Salhimim kusurlan (graniil var ve normal ancak degraniilasyon oluymuyor)

Aspirin benzeri sendromlar — Siklooksijenaz eksikligi, Tromboksan A2
reseptdr defekti

40



[laca bagl — ASA, NSAIl, Antibiotikler, Dipiridamol

Trombosit fonksiyonlarini, icerdikleri graniillerin yapisim1 ve madde
salimimint bozan bir ¢ok edinsel sebep vardir. Anormal trombosit fonksiyonlarina
neden olan baz1 hastaliklar sunlardir (1,74):

Uremi

Prelésemi ve akut 16semi

Miyeloproliferatif hastaliklar

Disproteinemiler

Karaciger hastaliklari

Antitrombosit antikorlar — SLE, HCV enfeksiyonlari, EBV, Adenovirlis,
HHV 6, HHV 2, KLL, lenfomalar, Mycoplasma, Ricketsia hastaliklar

4.2. Glanzmann Trombastenisi (GT)

Glanzmann hastalarinda, GP ITb-Illa reseptdr yetmezligi veya mutasyonu vardir. GP
Ib-Illa reseptoriiniin yoklugunu gostermek kesin tam1 koydurucudur ancak, bazi
genetik varyantlarda GP IIb-Illa reseptSrii mutant sekilde bulunur , bu durumda
reseptoriin islevsiz oldugunu gostermek igin ileri yontemler kullamlmaktadir. Bu
hastalarda agregasyon testleri uygulandiginda ADP, kolajen, epinefrin ve trombine
kargt yamtsizlik gozlenir. Genellikle Glanzmann trombastenili hastalarda pihti
retraksiyon testi de bozuktur (1,74). Trombosit sekli ve sayis1 normaldir.

4.3. von Willebrand Hastalig1
von Willebrand hastalari, trombosit fonksiyonlar1 bozuk olan hastalara benzer klinik

ile prezente olurlar. Buna ragmen agreagasyon testleri, ristosetin yamti hari¢
tamamen normaldir. Bu kigilerde trombositler tamamen normal olmasina kargin, GP
Ib-IX’a baglanarak subendotele yapigmay: saglayan von Willebrand molekiiliinde
eksiklik veya yapisal kusur bulunmaktadir. Bu sendromun tamsi, faktér VI
koagiilasyon aktivitesi ( FVIII:C), von Willebrand faktér antijen aktivitesi
(VWF:Ag) ve von Willebrand ristosetin kofaktér aktivitesinin ( vWEF: Rco)
Olgililmesiyle konur. Von Willebrand antijenin multimerik yapisinin belirlenmesi
hastaligin alt tipinin tespitinde 6nemlidir (74,76).
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4.4. Bernard — Soulier Sendromu (BSS)
BSS hastalarinda GPIb-IX-V eksikligi oldugundan, trombositleri vWF molekiilii ile
etkilesime giremez. Bu durumda trombositlerin endotele yapigmasi miimkiin olmaz.
Hastalar von Willebrand hastaligina benzer bir kanama diyatezi ile bagvururlar. Ek
olarak smirda trombositopeni ve bilyiikk trombositler goriiliir. BSS’de, ristosetin
yaniti diginda tiim agonistlere karg1 agregasyon yamiti normaldir. Bu yiizden sadece
agregasyon testleri ile teshis konmaya caligilirsa bu hastalik von Willebrand hastalig:
ile kanigtinlabilir. iki hastalig1 birbirinden ayirt etmek i¢in von Willebrand hastaligin
tamisinda kullanilan testlerin yam sira, flow sitometrik y6ntem ile GPIb-IX-V’in
trombosit yiizey yogunlugunun dl¢iimii de yapilabilir (1,74).

Normal agregasyon yamtlart ve yukarida tarif edilen durumlardaki
agregasyon yanitlar gekil 4,1 — 4,4 te gGsterilmistir.

Normal
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Sekil 4.1. Farkh agonistler ile olusturulan normal agregasyon ve sekresyon

egrileri
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Sekil 4.2. Aspirin kullanan kisilerde farkh agonistlere karsi olugan agregasyon

(alt egri) ve sekresyon (iist egri) yanitlar. Siklooksijenaz yolag iizerinden etki

eden agonistlere kars1 yamitsizhk mevcut. Diger agonistlerle olusturulamayan

sekresyon yaniti, antikor eklenmesi ile belirgin hale gelir.
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Depo havuz hastaligi
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Sekil 4.3. Depo havuz hastahif: olan kisilerde gbzlenen agregasyon ve sekresyon

yamtlar. En giiclii agregasyon agonistlerle bile sekresyon yanitinin ahnmadig

gizlenir.
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Glanzmann Trombastenisi
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Sekil 4.4. Glanzmann trombastenisi olan Kkisilerde gozlenen agregasyon ve
sekresyon yamifi. Beklendigi gibi GP IIb-IIla kusurundan dolay: trombosit
aktivasyonu gergeklesmediginden agregasyon ve sekresyon yaniti olusmaz.
Antikor uyarimi sonucunda gozlenen psiddoagregasyon ve psiddosekresyon
trombositlerin parcalanmasi sonucunda goézlenen bir durumdur. Ristosetin
erken dénem yamit1 ise GP Ib’ye baglanan vWF sayesinde gozlenir, ancak

fibrinojen baglanamadigindan agregasyon gizlenmez.
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4.5. Uzamis Kanama Zamanina Yaklagim

Trombosit fonksiyon bozukluklarinda uzamis kanama zamam goriilebilir, ancak
kanama zamaninin uzunluguna bakarak olugabilecek kanamanin ciddiyeti agisindan
ongoriide bulunmak yanlig olur. Genel kural olarak kanama zamami testi, sadece
gergekten kanama diyatezi diigiiniilen kigilere yapilmalidir. Hastanin trombosit sayist
100,000/ml’den  diisiik oldugu durumlarda agregasyon testleri diizglin
calisamadigimdan bunun yerine kanama zamam testi yapilabilir. Trombosit sayisinin
10,000 ile 100,000/ml arasinda oldugu durumlarda kanama zamam ile trombosit
sayis1 arasmda ters oranti mevcuttur. Otuz dakikay1 asan kanama zamam genelde
10,000/ml’den diisiik trombosit sayisin1 gosterir. Trombosit sayisina gore orantisiz
uzunlukta kanama zamam trombosit fonksiyon bozuklugun bulgusu olarak
degerlendirilebilir. Omegin, trombosit sayis1 50,000 olan kiginin kanama zamani 30
dakikadan uzun ise trombosit agregasyon kusuru disiiniiliip diger yontemlerle
aragtirnlmalidir (77,78).
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5. HYDROXYETHYL STARCH’IN (HES) HEMOSTAZ
UZERINDEKI ETKISI

- &
-*

Hydroxyethyl starch (HES), misir unundan elde edilen, sentetik, koloidal, glikojene
benzer bir polisakkaridtirr. HES soliisyonlarr, multisistem travmaya bagli
hipoperflizyon vakalari, agir sepsis ve dolasim soku ile inme gibi periferal
perflizyonun azaldigi durumlarda ve derin ven trombozu profilaksisinde, plazma
voliim genisletici ajan olarak kullanilir (79).

Diger bir ¢ok intravendz plazma genigletici gibi HES’in de hemostaz tizerinde baz1
etkileri vardir. HES’in ilk kullamma girdigi giinlerde, &zellikle agir kanamali
hastalarin agresif siv1 reslisitasyonu ardindan izotonik soliisyonlara kiyasla kanamay1
uzattify ve bu vakalarin kaybedildigi gézlenmigtir. Bunun gézlenmesi sonucunda
1970°1i yillardan itibaren in vitro ve in vivo olarak HES’in hemostaz ve fibrinoliz
tizerindeki etkileri aragtirilmgtir (7,80,81).

Yapilan aragtirmalarda HES’in plazmadaki FVIILRCo ve vWF:Ag diizeyini
diigiirerek von Willebrand hastaligina benzer bir kanama bozukluguna neden oldugu
gosterilmigtir (82,83). Bunun diginda son yillarda yapilan bagka aragtirmalarda,
tirokinaz ile uzamig aktive piht1 lizis zamanina neden oldugu saptanmistir. HES’in bu
profibrinolitik etkisi, plazminojen aktivatOriiniin artmasi, plazminojen aktivatdr-
inhibitér ~ diizeyinin azalmas1 ve HES’in fibrine baglanarak fibrinolizi
aktiflestirmesine bagli oldugu diistintilmektedir (7,84).

HES’in koagiilasyon iizerindeki etkisini aragtiran ¢aligmalarda, koagiilasyonun tiim
basamaklarini inceleme avantajmma sahip olan TEG ve SONOCLOT yontemleri
kullanilmaktadir (82-84). Bu yoOntemlerle yapilan ¢aligmalarda, K (koagiilasyon)

zamanainin uzadigi ve alfa agisinin daraldii gézlenmistir.
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Sekil 5.1. Trombelastograf normal hemostaz egrisi. Trombelastograf yontemi
ile trombosit — fibrin etkilesim evresinden pihti erime evresine kadar tiim
koagiilasyon siireci incelenir. Sp zamam (split time — kesilme noktasi), test
baslangic: ile ilk agregat olusumuna kadar gegen siiredir. Reaksiyon zamani
(R), test baslangici ile TEG’in 2 mm yiikseklige ulasmasi arasindaki siiredir. R
zaman tromboplastin iiretim hizim1 ve intrensek koagiilasyon yolunu yansitir.
Koagiilasyon zamam (K) , R, ile piht1 sertliginin 20mm olana kadar gecen
siiredirr. K zamani, intrensek sistemin, trombositlerin ve fibrinojenin
fonksiyonlarimi yansitir. Maksimum yiikseklik (MA — maximum amplitude),
pihtinin ulastigi en yiiksek noktadir ve pihti elastisitesini gosterir. Trombosit
fonksiyonlari, fibrinojen ve faktér XIII’iin, MA iizerinde etkileri vardir.
Biiyiime acis1 (G), pitht1i olusjum hizidir ve trombosit fonksiyonlar: ile
fibrinojendeki degisikliklerden etkilenir.

Son verilere gore HES’in, koagiilasyonda ©nemli rol alan trombositler
tizerinde de etkisi oldugu agiktir ancak bu etkinin trombositlerin hangi fonksiyonlari
lizerine oldugu halen aragtirilmaktadir . HES’in fibrinojen iizerinde de etkisi vardir.
Bazi aragtirmacilar, HES’in, trombosit yiizeyini kaplayarak, fibrinojeni
baglayabildigi gbstermislerdir (85).

HES’in koagiilasyon ve fibrinoliz tizerindeki etkileri baglica infiize edilen
toplam miktara , HES molekiiliintin hidroksilasyon derecesine, C2:C6 hidroksietil
oranina, kullanilan soliisyon igindeki HES konsantrasyonuna ve 6zellikle de HES’in
molekiil agirhigmma gbre belirgin farkliliklar gostermektedir (83). Yapilan
calismalarda molekiil agirlign yikksek olan ( >200kd ) HES soliisyonlarimin
koagiilasyonu daha fazla inhibe ettii gosterilmistir (14,83,86). Bundan dolay tiretici
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sirketler koagtilasyonu en az etkileyen maksimum molekiil agirlifindaki ideal HES
soliisyonu tasarimi konusunda gaba sarfetmektedir.

HES in trombosit fonksiyonlari izerindeki etkileri tam olarak
anlagilamamas: iizerine, son yillarda PFA (platelet function analyser) yontemi ile
caligmalar yapilmigtir. PFA y6ntemi primer hemostazi global olarak inceler ancak
trombosit agregasyonu hakkinda bilgi vermez. PFA ile yapilan ¢aligmalarda primer
hemostazin uzadigi, dolayisi ile HES soliisyonunun anti trombosit 6zelligi oldugu
bildirilmistir (13). Bu etkiyi daha ileri boyutta irdeleyen aragtirmacilar, HES ile diltie
edilen kanlarda primer hemostaz esnasindaki GP IIb-Illa molekiillindeki
degisiklikleri incelemistir (14,15). Bu galigmalarin hepsinde GP IIb-IIla nin
ekspresyonu azaldifi gésterilmistir. Bu etkinin intraseliiler ileti yolaklar tarafindan
olugmadi@ anlagilinca, yapilan deneylerde HES molekiiliiniin trombosit ylizeyine
yapistig1 ve bu yiizden GP IIb-Illa nin ekstraseliiler ekspresyonu azaldig:
anlagtlmugtir (14-16,85). GP IIb-1Ila nin fibrinojen baglama reseptdrii oldugu
bilinmektedir bu yiizden, bu reseptdriin azalmis ekspresyonu uzamig adezyon ve
agregasyona neden olabilecegi ileri siirtilmektedir (85).

Tarif edilen etkiler diginda HES soliisyonunun, artmig fibrinojen tiiketimine neden
oldugu ve fibrin polimerizasyonu bozdugu bildirilmistir (7).

HES in koagiilasyon iizerindeki farkl: etkileri tanimlanmig olmasina ragmen, bir ¢ok
¢aligmada bu etkiler klinik olarak anlamli bulunmadigindan, giiniimiizde bu soliisyon
preoperatif ve intraoperatif donemde yaygin olarak kullanilmaktadir.

49



6. % 09 IZOTONIK NaCliin KOAGULASYON
UZERINDEKI ETKILERI
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Kristaloidlerin klinikteki kullanimi uzun yillara dayanmaktadir. En sik kullanilan
kristaloidler %0,9 izotonik NaCl soliisyonu ve ringer laktat soliisyonlaridir. Bu
sivilarla yapilan replasman tedavisi sonucunda koagiilasyon kaskadinda baz
degisiklikler meydana gelir. izotonik sivilar makromolekiil icermezler, dolayisiyla
koagiilasyon kaskadinda veya trombositlerde bulunan herhangi bir molekil ile
etkilegimleri gOsterilememistir. Buna ragmen klinikte siklikla plazma voliimiiniin
%20°sini agan miktarda inflizyonlar yapilmaktadir ve bunun sonucunda da
hemodiliisyon meydana gelmektedir (2,3)

Hemodiliisyon tek basina saghkli hemostaz siirecini etkilemektedir (2). Ik
bakista hemodiliisyon esnasinda pihtilasma faktérlerin = konsantrasyonlar
diigtliglinden, hipokoagiilabilitenin gtzlenmesi beklenebilit. Ancak yapilan
aragtirmalarda izotonik sivilarla yapilan replasman tedavisi sonucunda klinik dnemi
tartigilan kisa stiren bir hiperkoagiilabilite durumu saptanmigtir (2,5). Giintimiizde
bunu tam olarak agiklayan bir fizyolojik model tanimlanmamugtir.

Olas1 mekanizmalardan en ¢ok kabul edileni hemodiliisyon esnasinda AT
[I’tin trombine oranla beklenenden daha diigiik konsantrasyonlara diismesidir. Buna
ek olarak Kkoagiilasyon inhibitSrlerin konsantrasyonlarmin azalmas: sonucunda,
koagiilasyon yolunun pozitif geri feedback egigi de diiger ve ardindan da normal
koagiilasyon siirecinden daha hizli olan bir koagiilasyon kaskadi baglar (3).

Izotonik ve ringer laktat ile yapilan bir ¢ok in vivo ve in vitro ¢aligmalarda,
TEG (trombelastograf) egrisinde Sp ve R zamaninda kisalma tespit edilmigtir (3,87).
Bu sonuglar genelde klinik olarak anlaml kabul edilmese de hiperkoagiilabiliteden
kacimilmasi gereken durumlarda (6rn: inme), izotonik sivilarin yaygin olarak
kullamlmamasini 6neren aragtirmacilar vardir (88). Izotonik NaCl ve Ringer
Laktatin trombositler tizerindeki etkileri, HES ile yapilan ¢aligmalarda da tarif
edilmigtir. Primer hemostazi PFA y6ntemi ile degerlendiren deneylerde kristaloid

sivilarin trombosit fonksiyonlari {izerine herhangi etkisi bulunmamaigtir(16).
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7. GEREC VE YONTEM
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7.1. Aragtirmanin Genel Ozellikleri

Calisma, Ekim 2004 ile Ocak 2005 arasinda, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Hematoloji-Immiinoloji laboratuar1 ve hastanenin kan bankasinda
yiiriitlilmiigtiir. Tammlayici, in vitro calisma olarak tasarlanmistir. Caligmada,
sorumlu aragtirmacilar diginda kan bankasi ve laboratuarda caligan laborant ve
teknisyenler de géniillii yardimci eleman olarak katilmigtir. Aragtirma igin
hastanemiz etik kurulundan onay alinmistir.

7.2. Orneklerin Segilmesi
Aragtirmaya kan bankamizin saglikli kan donérii kriterlerine uyan 20 kisi alimagtir.
Caligmaya dahil edilme kriterleri sunlardir:

18 ile 50 yas arasinda olmasz,

erkeklerin 60 kg tizerinde, kadinlarin ise 50 kg tizerinde olmas,

boyun 150 cm’den uzun olmasi,

kan verme 6ncesinde 6Slgiilen tansiyon degerleri: Sistolik 110 — 145 mmHg,
Diastolik 70- 90mmHg olmasi

hematokrit degerinin % 38’den yliksek olmasi,

HBV, HCV, HIV, VDRL testlerin negatif olmasi,

bazal trombosit sayistun 120,000/ml den yiiksek olmasi,

son bir hafta iginde herhangi bir ilag kullanmamig olmast,

ailede kanama diyatezi dykiisliniin olmamasi
Coklu stipheli cinsel iligki 6ykiisii olan, 6zgegmisinde uyusturucu kullanimi olan, son
iki hafta iginde solunum yolu hastalifi, dokiintiilii cilt hastaligi, konjonktivit ve
gastroenterit Oykiisti olanlar ve kendisinde veya birinci derece akrabasinda bag
dokusu hastalig1 olanlar, gebeler, bilinen sistemik hastaligi olanlar , son alt1 ay i¢inde
major cerrahi girigim gegiren ve son 3 ay iginde kan vermis olanlar ¢alismaya dahil

edilmemigtir.
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Caligmaya, kan bankasina goniillii olarak kan bagis1 i¢in bagvuran kisiler
katilmistir. Katilan 20 kigiden 15’1 erkek, 5°i kadindir. Her katilimciya, aragtirmay1
yiriitenler tarafindan g¢aligma hakkinda sozlii bilgi verilmistir ve ardindan onay
formu okutularak, karsilikli olarak imzalanmgtir. Caligmaya katilanlara, ¢aligmanin
herhangi bir agamasinda ayrilma hakki verilmigtir.

Aragtirma Srnekleminin kan bankasi dondrlerinden secilmesinde, galigma igin
gerekli olan kan miktarinin fazla olmasi, kan alma ve saklama yonteminin
frombositler i¢in atravmatik olmasi, kanin CPD’li ortamda saklama olanaginin
bulunmasi, kan tetkiklerin hemen yapilabilme olanaginin varhigi ve kan bankasi
dondr kriterlerinin ¢alismamiz igin yiiksek diizeyde eleyici olmasi gibi faktorler
belirleyici olmustur.

7.3. Calismaya Katilanlarin Ozellikleri

Denek No. Yas Cins Hematokrit Trombosit sayisi
1 24 E %40 225 000 /ml
2 30 E %45 255 000 /ml
3 49 K %38 234 000 /ml
4 50 K %39 306 000 /ml
5 25 E %42 160 000 /ml
6 50 E %37 256 000 /ml
7 22 E %46 238 000 /ml
8 27 E %43 166 000 /ml
9 30 E %46 141 000 /ml
10 35 K %38 250 000 /ml
11 32 E %46 231 000 /ml
12 19 E %46 253 000 /ml
13 34 K %37 247 000 /ml
14 25 E %41 210 000 /ml
15 26 E %40 215 000 /ml
16 50 E %39 234 000 /ml
17 29 K %37 214 000 /ml
18 25 E %42 192 000 /ml
19 37 E %45 188 000 /ml
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20 29 E %42 201 000 /ml

Ortalama deger | 32,4 E: 15 K:5 %41,45 225 000/ml
ve dagilhim (19-50) (37-46) (141 000 — 306 000)

7.4. Aragtirmanin Yontemi

Caligmaya katilan kigilerden, bilgi verildikten ve onay formu imzalatildiktan sonra,
kan saymmu, serolojik testler ve kan grubu tespiti i¢in antekubital bélgeden Vacutainer
yontemi ile kan almmistir. Dondr icin uygunluk kriterleri tamamlandiktan sonra,
katilimcilarin tansiyonlar1 Slgiilmiistiir, ardindan, diger koldan, yine antekubital
bolgeden, kan torbasinin ignesi (22 G) araciligi ile 70ml CPD igeren torbaya
(Kansuk) kan toplanmigtir. Kan verme esnasinda torbalar otomatik shaker i¢inde ajite
edilmigtir, torba belirlenen 450 ml kan ile dolunca, shaker otomatik olarak
durdurulmus ve kan akim kesilmisgtir.

Bu iglemden sonra CPD’li torbanmin igindeki kandan, “sterile cutting device”
aracilig: ile baglanan bagka bir bos torbaya 110 ml kan aktarilmigtir. Buradaki kan
caligmada kullamlmak iizere Hematoloji-immiinoloji laboratuarina nakledilmigtir.
Kalan 340ml dondr kani, komponentlerine ayrilmig ve klinikte kullanilmak {izere kan
bankamizda muhafazaya alinmigtir.

Caligma igin ayrilan 110 ml kandan 4 adet SOcc lik Falcon plastik tlipe 20 ml,
1 tiipe 25ml aktardmugtir. Geri kalan Sml kan atilougtir. 20 ml kan ile dolu olan
tiiplere sirasiyla HES 130, HES 200, HES 450 ve %0,9 Izotonik’ten 5’er mililitre
eklenip, %20 oraninda diliisyon elde edilmigtir. Yirmibes m! kan ile dolu olan tiip
kontrol kam olarak ¢aligilmustir.

Trombosit sayis1 100,000/ml’den distik 6rneklerin ¢alisma dis1 birakilmigtir
ve ayrica trombosit sayisina gore, PRP hazirlamirken uygulanacak santrfuj hizi
Onceden belirlenmistir. Bu nedenle kontrol kaminda ve diliie edilmig diger dort
Ornekte, kan sayimm ¢aligilmigtir. Caligmaya katilma Kriteri olarak, en az trombosit
sayisint 120,000/ml olarak belirlenmistir , %20 lik diltisyona ek olarak CPD’nin de
getirdigi yaklagik %8 - %12 lik diliisyonu da géz 6ntinde bulundurarak, dilisyon
sonrasi ¢aligmaya alinma igin kabuledilebilir trombosit sayilarinin en az 100,000/ml
olacagini 6n goriilmiigtiir.
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Diliisyon iglemi ve bazal kan saymm yapildiktan sonra, farkli molekiil
agirliklarindaki HES ve izotonik soliisyonu ile karigtirilan kanlar, 37° C deki etiivde
30 dakika boyunca bekletildi. Bunun amaci, bir makromolekiil olan HES’in
trombosit reseptorleri ve fibrinojen ile etkilegsime girmesi igin zaman tanimaktir.

Bu arada kontrol kanindan, daha 6nce anlatilan prosediir ile PRP ve PPP
hazirlandi. Caligmada kullanilan tiim PRP’lerdeki trombosit sayis1 250,000/ml’ye en
yakin degerde olacak sekilde ayarlandi. Ote yandan hazirlanan tiim PPP’lerdeki
trombosit sayist da 5000/ml den diisiiktiir.

Kontrol kamindan hazirlanan her PPP’den 0,5ml kiivete dolduruldu ve
agregometrenin %100 151k gegirgenligi temsil eden yuvasna kondu, ardindan
PRP’den de {i¢ ayr1 kiivete ayr1 ayr1 0,5ml dolduruldu ve kiivetlerin igine karigtirma
cubugu konduktan sonra 2 dakika boyunca 37° C de 1sitildi. Bu islemin ardindan,
PRP kiivetlerinden biri agregometrenin %0 151k gegirgenligi temsil eden yuvasina
kondu. Agregometrenin egri ¢izen cihazimi ¢aligtirdiktan sonra, grafik baslangici olan
0 ile 100 arasim temsil eden y ekseni ¢izildi. Ardindan 1 dakika boyunca bazal egri
¢izgisi ¢izdirildi. Bu noktada PRP’ye agonist eklendi ve daha sonra da agregasyon
egrisi maksimal degere ulagincaya dek agregasyon devam ettirildi.

Caligmamizda, degisken sonuglar vermesinden dolayl, agonist olarak
epinefrin kullamlmamigtir. Kullanilan agonistler: ADP, 5 - 15M arasinda degisen
konsantrasyonlarda, Ristosetin 5 — 8 mg/ml dozunda ve 1 — 3 M Kolajendir.
Calisma boyunca agonistler, (-20)° C de Eppendorf tiipleri i¢inde muhafaza
edilmigtir. Caliyma esnasinda, kullandifimiz agonistler ¢ozdiiriilmiigtiir ve soguk
zincire dikkat ederek kullanilmigtir, 6 saatten daha fazla ¢6ziilmtis halde bulunan
agonistler kullanilmamaigtir.

Yukarida tarif edilen iglemler diltie edilen kan 6rnekleri i¢in ayr ayr olarak
tekrarlanmig olup her bir 6rnek igin ayr1 agregasyon egrileri elde edilmigtir.

Agregasyon egrilerindeki parametreler, uluslar arasi kilavuzlarn onerdigi
sekilde 6lgtildiikten sonra kaydedilmigtir.
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7.5. Calismada kullanilan ara¢ ve geregler

HES 130 - Voluven®, HES 200 — Haes sterile®, HES 450 - Varihes®

Kan torbasi - Kansuk®, WAG® sterile cutting device, Falcon® 50 cc lik tiipler,
Coulter® hemogram cihazi, Aggregometre cihazi

7.6. Istatistiksel Yontemler

Istatiksel analizde, INSTAT bilgisayar yazilim programi yardimi ile elde edilen
sonuglarin ortalamalari arasindaki karsilastirma “Yinelenmis Olgtimlerim Ortalama
Karsilagtirma testi” ile yapilmigtir. Elde edilen &lgiimlerin ortalamalar: arasindaki
farklar “Student Newman Keuls Coklu karsilastirma testi” kullanarak
degerlendirilmigtir.
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8. SONUCLAR

[ —
* . 4

Calismanin sonucunda, kontrol kanlar ile birlikte, HES 130, HES 200, HES 450 ve
izotonik diliisyonlarinin ADP, Ristosetin ve Kolajen ile olusturulan maksimal
agregasyon degerleri ve agregasyon egimlerin degerleri Ol¢tilmiigtiir. Ortalama
maksimal agregasyon degerleri her agonist igin ayr1 ayri olarak diliisyon gruplar1 ve
kontrol grubu ile karsilagtirilmigtir. Aym islem ortalama agregasyon egimi degerleri
icin de yapilmagtir.

Ortalama 10 M ADP (5-15 M) agonisti ile yapilan agregasyon galigmasinda
maksimal agregasyon degerleri arasindaki kargilagtirma sonucunda hi¢ bir dilisyon
grubu i¢in digerlerine ve kontrole gore anlamli fark saptanmamustir. P degeri 0,2250
(p> 0,05) olarak hesaplanmug olup farklar istatiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(sek.8.1). ADP ile yapilan agregasyon galigmasinda elde edilen degerler iginde
simirda agregasyon yanitt degerleri olmasina ragmen, biribirinden farkli molekiiller
ile yapilan diliisyonun sonucunda, ortalamalara bakilarak normal agregasyon
yamtinin elde edildigini s6ylenebilir. Neticede, HES’in farkli molekiiler agirlifindaki
formlar1 ve izotonik soliisyonunun ADP agregasyonunu etkilemedigi saptanmustir.

ADP’nin agregasyon egimi degerleri karsilastinldiginda, HES 130, HES 200,
HES 450 ve Izotinik arasinda anlamli fark saptanmamustir p>0,05 (s¢k.8.2). Bu
molekiillerle yapilan diliisyonun agregasyon egimini de etkilemedigi bulunmugtur
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1,82

1,621

E Kontrol ADP Max

1,421

EHES 130 ADP Max

1,22

COHES 200 ADP Max

1,02

0,821
0,621
0,42+

COHES 450 ADP Max
M| zotonik ADP Max

Sekil 8.1. ADP ile elde edilen maksimal agregasyon degerlerin ortalamalar\.

Guplar arasindaki ortalamalarin karsilastirmasinda p>0,05. Ortalama standart

sapma SD:+/- 0,2159

2

1,81

1,61

1,41

152

14

0,8+
0,6+

0,4
0,2

E Kontrol ADP Slope

EHES 130 ADP Slope
CJHES 200 ADP Slope
CIHES 450 ADP Slope
Hizotonik ADP Slope

Gekil 8.2. ADP ile elde edilen ortalama agregasyon egim de{ierlerin

karyilagtrmas,. Gruplar arasinda fark saptanmamistr p>0,05. Ortalama

standart sapma SD:+/-0,2023
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Ristosetin  ile yapilan agregasyon ¢aligmasi sonucunda HES 450
diliisyonununda, di?er gruplara ve kontrole kiyasla maksimal agregasyon degerinde,
fark bulunmugtur. HES 450’nin HES 130, HES 200 ve izotonik diliisyonlarimin
maksimal agregasyon dagerleri kargilagtirilinea p degeri < 0,05 olarak hesaplanmig
olup anlamh olarak bulunmustur. HES 450’nin ristosetin maksimal agregasyon
de@eri kontrol ile kamla‘sun]dl%mdu p deSeri 0,0063 olarak dl¢iilmii olup ( p< 0,01)
bu anlamlilik istatiksel agidan daha da belirgin hale gelmektedir. HES 450’nin
disindaki gruplar arasinda anlamh fark bulunmamgtir. ]statiksel anlami olan farklar
incelendiﬂindc, HES 450°deki ristosetine karsi olugan maksimal agregasyon
yanitlari, kontrol grubu basta olmak iizere, diger tiim gruplardaki df§§erlere gore
yiiksek  bulunmustur. Bu durumda HES 450°de ristosetine kars1  bir

“hiperagregasyon’” durumu gozlenmistir (sek. 8.3)

1,4
1,35 @ Kontrol Ristosetin
1.3 Max
j EHES 130 Ristosetin
1,25 Max
1,21 CHES 200 Ristosetin
1,151 b Max
1,1- COOHES 450 Ristosetin
1,05- .Max
14 Hizotonik Ristosetin
Max

0,95+

Sekil 8.3. Ristosetin ile elde edilen maksimal agregasyon de erlerin
ortalamalar . Kar la t rmalar sonucunda; d vs a : p<0,01, dvs b: p<0,05, dvs
c: p<0,05, d vs e: p<0,05 olarak hesaplanm tr. Kuxilactirmada a, b, ¢ ve e
aras nda istatiksel olarak anlaml fark saptanmamuctir p>0,05. Ortalama

standart sapma SD:+/-0,2263



Ristosetin ¢alismasinda Olgiilen agregasyon ceiim dejerleri arasinda yapilan
karsilagtirmada fark saptanmamigtir. Tiim gruplar arasinda yapilan Karsilagtirma
sonucunda p de§cri 0.5930 olarak hesaplanmistir (p>0,05). Buna gore diliisyon
gruplar arasinda ve kontrol grubuna gore Ristosetin ile elde edilen agregasyon
eaimi tizerinde, HES molekiillerinin ve izotonik sollisyonunun etkisi bulunmamistir
($ek.8.4).

E Kontrol Ristosetin

1,724 slope

B HES 130 Ristosetin
slope

1,221 CJHES 200 Ristosetin
slope

OHES 450 Ristosetin
slope

Hizotonik Ristosetin
slope

0,72

0,22

Sekil 8.4. Ristosetin ile elde dilen agregasyon e im de erlerinin ortalamalar .
Gruplar aras ndaki kar la t rmada aistatiksel fark saptanmam tr p>0,05.
Ortalama standart sapma SD:+/-0,3264.

Kolajen ile yapilan agregasyon cali masi sonucunda elde edilen maksimal
agregasyon deger]eri acisindan, HES 200 ve HES 450 gruplarinin sonuglari kontrol
grubuna gore farkh olarak bulunmugtur. Olgiilen p dageri 0,0137  (p<0,05) olup,
istatiksel  olarak anlamli  bulunmugtur. Diger gruplar arasinda  yapilan
karsilagtirmalarda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir (p>0,05). HES 200 ve
HES 450 gruplarinin, kontrol grubuna gore olan farki incelendiginde, bu gruplardaki
maksimal agregasyon degerleri daha yiiksek bulunmugtur. Daha 6nce HES 450’ deki
Ristosetin maksimal de§erinde olduiu gibi, HES 200 ve HES 450’nin Kolajen
maksimal agregasyon dagerlerinde de kontrole gore yiiksek agregasyon cevabi

gozlenmigtir (sek.8.5).



1 =
0,98
0,96-
0,941
0,92-

0,9
0,88
0,86-
0,84-
0,821

0,8-

E Kontrol Kolajen Max

| HES 130 Kolajen
Max

HES 200 Kolajen
Max

HES 450 Kolajen
Max

izotonik Kolajen

b N NIRRT

0,78

Sekil 8.5. Kolajen ile elde edilen maksimal agregasyon deSerlerin ortalamalar .
¥pian kargilacgtirmalarda; m vs k: p<0,05, nvs k: p<0,05, kvs 1vs o: p>0,05,
1vs m vs n vs o: p>0,05, olarak bulunmugtur. Ortalama standart sapma SD:+/-
0,2089.

Kolajen ile yapilan agregasyon calismasinda elde edilen agregasyon ﬁim
dagerleri ka:pnla;tmldximda,gruplur arasinda anlamh fark bulunmanustir. Olgiilen p
degeri 0,0576 olup istatiksel anlamlilik tagimamaktadir (p>0,05). Bu caligmada,
HES’in farkli formlari ve izotonigin Kolajen agregasyonundaki egim tizerinde etkisi

bulunmamugtir Gek.8.6).
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E Kontrol Kolajen
1,87 slope
1,674 B HES 130 Kolajen
1.47 slope
- OHES 200 Kolajen
1,27 slope
OHES 450 Kolajen
slope
Hjzotonik Kolajen
slope

ekil 8.6. Kolajen ile elde edilen agragsyon e3im deXerlerin ortalamalary.
Gruplar aras karsilagtirma sonucunda anlaml fark bulunmame tir p>0,05.

Ortalama standart sapma SD:+/-0,2591.

Ti‘im veriler dczgcrlcndirildginde bu ¢aligmanin sonuglart soyle 6zetlenebilir:

1.In vitro ortamda, HES veya izotonik ile diliie edilen kanda, trombositlerin ADP’ye
karg1 agregasyon yaniti dg§i§memekledir.

2. HES 450 ile diliie edilmis kandaki trombositlerin Ristosetin yaniti, d@er HES
molekiillerine, izotonige ve kontrole gore belirgin olarak fazladir. Daha az carpici
olmakla beraber, benzer bir sonu¢ HES 200 ve HES 450’in Kolajen maksimal
agregasyon yanitinda da tespit edilmigtir. Hiperagregasyon olarak tammlanabilecek
bu etki, daha 6nce tammlanmadngmdan. bu agamada 6nemi bilinmemektedir.
3.Agregasyon egimleri bu caligmada kullanilmig olan HES 130, HES 200, HES 450

ve izotonikten etkilenmemigtir.
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9. TARTISMA

s
*—
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Kanama riski olan hastalarda, reperfiizyon amaciyla kullanilan farkli soliisyonlarin,
koagiilasyon tizerinde farkli etkileri bildirilmigtir. Preoperatif ve intraoperatif
doénemde kullanilacak perfiizyon sivisinin segimi operasyonun kanama
komplikasyonlarini en aza indirmek i¢in 6nemlidir. Su ana kadar, perioperatif
dénemde kullanilan sivilara bagli majér kanama komplikasyonu bildirilmemis
olmasina ragmen, kristaloidlerin ve 6zellikle de kolloidlerin, pihtilagma tizerindeki
etkileri gittikge daha fazla aragtirilmaktadar.

Son yillarda , koagiilasyon tizerindeki etkileri en ¢ok aragtirilan HES soliisyonudur.
HES, uygun maliyet, farkli molekiiler agirlik ve farkli hidroksilasyon yiizdesinde
sollisyonlar hazirlama olanag1 sundugundan, diger bir ¢ok kolloide daha sik
kullanilanilmaktadar.

HES ile voliim yiiklemesi yapmadan etkin ve dolagim agisindan giivenli bir gekilde
plazma vollimii genisletilebilir. Albumin ve Jelatine gore daha sik kullaniimasina
ragmen, HES in pihtilagma zamanini uzatti1 bilinmektedir (7). Bu etkinin
fizyopatolojisi incelendiginde, 6zellikle yiitksek molekiiler agirhgndaki HES
soltisyonlarinin, FVIII:RCo, vWF:Ag ve vWF diizeyini azaltarak tip 2b von
Willebrand hastalagina benzer bir tabloya sebep oldugu bulunmustur (89). Boyle bir
etki bildirilmis olmasina ragmen klinik olarak anlamli bulunmamustir (17,90).
Ancak bu agamadan sonra HES in giivenilirligi tartigilmaya agik hale gelmistir ve
pihtilagma tizerindeki etkisi ayrintili bir sekilde bir ¢ok galigmada irdelenmistir. Bu
aragtirmalarda HES in primer hemostaz etkiledigi ve anti-trombosit etkisi oldugu
gsterilmigtir(13-16). Anti-trombosit etkinin hangi mekanizmayla olustugu halen
tartiyma konusudur.

Yukarida s6z edilen ¢aligmalarda, koagiilasyonu ve primer hemostazi, global olarak
inceleyen yontemler kullanilarak yapilmigtir. Bu ySntemlerle olas1 artmig kanama
riskini 6nceden tahmin etmek miimkiin goziikse de hastalar tizerinde yapilan
caligmalar bu 6ngo6riiyli desteklememektedir. Bundan yola ¢ikarak HES in primer

hemostaz ve trombositler tizerindeki etkisini tiim ayrintilariyla incelemeye devam

62



etmek gerektigini s6leyebiliriz. Glinlimiize dek yapilan aragtirmalar bir ¢ok soru
yanitlanmig olmasina ragmen halen agiklanmasi gereken bazi noktalar vardir.

HES molekiiliiniin koagiilasyon tizerindeki bir gok etkisi tanimlanmis olmasina
ragmen trombositlerin agregasyon fonksiyonlarinin ne gekilde etkilendigi halen
bilinmemektedir. HES’ in GPIIb-IIla ekspresyonu tizerindeki etkisini aragtiran
caligmalar, agregasyon agisindan ancak dolayl bilgi vermektedir(13-16).
Giiniimiizde, trombosit agregasyon bozukluklarin tanisinda kullanilan altin standart
niteligi tagiyan yontem, agregometre yontemidir (1,20). Caligilmas: zahmetli ve
yorumlanmasi zor olan bu yéntem belki de hakl: bir gerekge ile HES ile ilgili
caligmalarda su ana kadar kullanilmamuagtir.

Trombosit agregasyonu primer hemostazin en Snemli basamaklarindan biri
olmasindan dolay1, HES’ in agregasyon iizerindeki etkisini agregometre yontemi ile
aragtirmak ve sayisal veriler ile bu etkiyi agiklama gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
Mevcut galigmada, {i¢ farkli molekiil agirliginda HES soliisyonu ve Izotonik ile %20
lik hemodiltisyon saglandiktan sonra sonra trombosit agregasyon fonksiyonlari, farkli
agregan ajanlar kullanarak, agregometre ile aragtirilmigtir. Amaglardan birincisi
trombosit agregasyonundaki degigiklikleri kesin sonug veren bir yontemle
aragtirmakt:. Tkinci amag, farkl molekiil agirhgindaki HES soliisyonlar: arasinda,
agregasyon lizerinde farkh etkilerini incelemektir. Ugtincii amag ise, %0,9 Izotonik
NaCl ile diliie edilen kanlarin, trombosit agregasyon fonksiyonlaridaki olast
degisiklikleri incelemektir.

Bu c¢aligmada trombositlerin ADP, ristosetin ve kolajene karsi agregasyon yanitlari
incelenmigtir. Yirmi saglikli don6rden alinan kanlar ile her HES molekiilii ve
Izotonik i¢in ayr1 ayn diltisyon hazirlanmis olup, her diliisyon grubu bu {i¢ agonist ile
aktive edildikten sonra agregasyon egrileri elde edilmistir. Elde edilen agregasyon
egrilerinden maksimal agregasyon orani ve agregasyon egrisinin egimi
hesaplanmugtir.

Ortalama 10 M ADP (5-15M) ile ¢alisilan agregasyon sonucunda, maksimal
agregasyon orani agisindan HES 130, HES 200 , HES 450 ve Izotonik NaCl
diltisyonlar: ile kontrol ka1 arasinda yapilan kargilagtirmalarda anlamli fark
bulunmamistir.(p>0,05) Yine ADP ¢aligmasi sonucunda, tiim diliisyon gruplar1 ve
kontrol i¢in elde edilen agregasyon egimleri karsilagtirildiinda gruplar arsinda fark
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saptanmamigtir, Bu bulgular neticesinde, HES in farkli molekiilleri ve Izotonik
NaCl’iin ADP ile uyarilmig trombosit agregasyonunu etkilemedigi sGylenebilir.
ADP uyarimi sonucunda intrasitoplazmik serbest kalsiyum miktar artar ve trombosit
membraninin gekilsel degisikligi baglar. Bizim ¢aligmamizin sonuglarina dayanarak
HES in, intrasitoplazimik kalsiyum miktari {izerine etkisi olmadig1 sSylenebilir.
Gamsjager ve arkadaglarinin 2002 yilinda yaptigi in vitro ¢aligmada (91) HES 450,
HES 130, HES 70 ve Izotonik ile %20 hemodiliisyon elde ettikten sonra igaretli
kalsiyum kullanarak flow sitometrik yéntem ile intrasitoplazmik kalsiyum
miktarindaki degisiklikler incelenmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda, diliie edilmemis
ve farkli HES soliisyonlar ile diliie edilmis kanlardaki trombositlerin,
intrasitoplazmik kalsiyum diizeyleri arasinda fark saptanmamigtir. Gamsjager ve
arkadaglarinn yaptig1 ¢alismanin sonuglari, calismamizin ADP agregasyonu ile ilgili
sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Ristosetin ( 0,5-0,8 mg/dl) ile yapilan agregasyon ¢aligmasinda, HES 450
nin, diger HES molekiillerine, Izotonik NaCl ve kontrol kanina gére anlamh olarak
daha yliksek maksimal agregasyon degerine ulastig1 tespit edilmistir (p<0,01).Bu etki
hiperagregasyon olarak degerlendirilmistir ve yiiksek molekiil agrlikli HES’in
ristosetin ile hiperagregasyon olusturma yaniti, bu gekilde, ilk defa tanimlanmaktadar.

HES in farkli molekiilleri ile yapilan ¢aligmalarda koagiilasyon iizerinde baslica iki
etki tammlanmaktadir. Bunlar, vWF diizeyinin ve GP IIb-Illa ekspresyonunun
azalmasidir (8,13-16)

VWEF diizeyinin azalmasi, bu faktSriin HES varliginda, trombositler tarafindan daha
fazla tiikketilmesi sonucunda olabilecegi ileri siiriilmektedir ancak bu etki hentiz
gosterilmemigtir.

HES 450 nin yiiksek molekiiler agirliginda olmasi nedeniyle negatif
elektriksel yiikii de yiiksektir. HES 450 ile diliie edilen kanlarda trombosit iizerine
yapigan HES in olusturdugu yliksek negatif elektriksel yiik vWF a kars1 afiniteyi
arttirabilecegi ve bu sekilde trombositlerin vWF i daha fazla ve hizla tiiketmesi
mimkiindiir. vWF, hem trombosit adezyonunda hem de agregasyonunda rol alan
onemli bir liganddir.Saglikli trombositlerde, primer hemostaz, GP Ib-IX un vWF’na
baglanmasi ardindan, gergeklesen adezyon ile baglar. Tkinci asamada, fibrinojen ve
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vWF {inii baglayan GP [Ib-Illa devreye girer ve trombositler arasinda baglar
kurularak agregasyon agamasi baglar. Agregasyon ile birlikte trombosit
graniillerinden sekresyon stireci de devam eder. HES molekiiliiniin trombosit tizerine
yapistigi ve fibrinojen gibi ligandlar: baglayabildigi bilinmektedir (9). HES ile
yapilan koagiilasyon ¢aligmalarinda, adezyon siireci tamamlanmadan, trombosit
yiizeyindeki HES molekiilii fibrinojen ve biiyiik olasilikla vWEF’ nii bagladigi, bunun
sonucunda prematiir ve yliksek aktiviteli agregasyon bagladig diistiniilebilir. Bu
erken agregasyon esnasinda, vWF {in trombosit yiizeyindeki HES tarafindan hizla
tiiketilmesi nedeniyle , adezyon siiresi gok uzayabilir. TEG ile yapilan ¢aligmalarda
trombosit fonksiyonlarini yansitan, K zamaninda uzama, HES in etkisi nedeniyle,
primer hemostazin uzadig1 géstermektedir ve ilk bakista bizim sonuglarla
celismektedir. Ancak primer hemostazin uzamasi, agregasyon veya adezyon
slireglerinin her biri veya birlikte uzamasi sonucunda meydana gelir. HES in vWF
diizeyini diigiirerek adezyonu uzattigi ve bu etkinin TEG grafigi {izerinde K
zamaninin uzamasi seklinde yansidigim diigtinmekteyiz. Normal sartlarda, vWE’ {in
eksik oldugu hastalarda ristosetine karg1 yamitsizlik olmasi beklenirken bizim
caligmamizda HES 450 ile agir1 yanit, diger HES molekiilleri ile ise normal ristosetin
yanitlar elde edilmigtir. Von Willebrand hastalarinda trombosit adezyonu ve
agregasyonu bozuk oldugu bilinmektedir. Calismamizda agregasyon yanitinin
bozulmamas: hatta artmasi, vWF {in diizeyi diigiik olmasina ramen gergek anlamda
von Willebrand hastalif1 gelismedigi ileri siiriilebilir. Eger HES 450 vWF afinitesini
arttirtyorsa, hizli vWF mobilizasyonu sonucunda, adezyon siireci tamamlanmadan
baglayan hizl bir agregasyon siireci , adezyonun uzamasi ile sonuglanabilir bu da
TEG de primer hemostazin uzamasini agiklayabilir.

Son dénemde HES in primer hemostaz tizerindeki etkileri PFA kullanilarak
incelenmigtir. PFA yontemi, ayni kanama zamani yontemi gibi trombositlerin tim
fonksiyonlarim es zamanh olarak inceler. Innerhoffer, Sogermmiiller, Schaebert ve
Franz 1n son 4 yildaki aragtirmalarinda (13,14,16), HES in PFA analizlerinde
uzamaya neden oldugu tespit edilmigtir. S6germiiller ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada, GP IIb-Illa ekspresyonun azaldidi, dolayis1 ile HES molekiiliintin
agregasyonu olumsuz etkiledigi ve primer hemostazin bundan dolay1 uzadig ileri
stirtilmiistiir (14). HES in GP IIb-IIla y1 azalttig1, Deusch ve Franz tarafindan da
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tespit edilmesi sonucunda bu etkinin olusum mekanizmasi aragtirilmistir (15,16).
Yine Deusch ve arkadaglarinin 2003 yilinda yaptig: ¢aligmada, flouresan boya ile
isaretlenmig HES 200 kullanarak HES molekiiliiniin trombosit ylizeyine yapistig1 ve
bu sekilde GP IIb-Illa nin iizerini kaplayarak ekspresyonunu azaltigi gosterilmigtir.
Buna dayanarak, fibrinojen reseptorii olan GP IIb-IIla nin azalmasi sonucunda,
agregasyon yanmitinin da azalmasi beklenir. Diger ¢aligmalarda primer hemostazin
uzadig1 gosterilmis olmasina ragmen, bizim ¢alismamizda agregasyonun
etkilenmedigi hatta HES 450 ile arttif1 gézlenmigtir. Bu verilerin 15181nda HES in GP
Ilb-ITa ekspesyonunu azalttgi ancak agregasyonun etkilenmedigi sGylemek gerekir.
Boyle bir etkinin miimkiin olmasi igin tombosit ylizeyinde, fibrinojeni baglayan, GP
[Ib-1lTa min diginda bagka bir molekiil olmasi gerekmektedir. Bunu HES in kendisi ile
agiklayabiliriz. HES molekiiliiniin fibrinojenin yiiksek oranda bagladig ve
neticesinde koagiilasyon esnasinda fibrin olusumunu engelledigi bildirilmigtir
(7,9,92). Trombosit yiizeyine yapisan HES molekiiliine ve geride kalan GP IIb-IIla
ya yiiksek oranda fibrinojen baglanmasi sonucunda, GP IIb-IIla ekspresyonu diisiik
olmasina ragmen agregasyonun normal bir gekilde devam etmesi miimkiin
goziikkmektedir. Ayrica, bizim hiperagregasyon saptadigimiz ajan ristosetin
oldugundan, ristosetine bagli trombosit agregasyonunda, ristosetin — vWF — GP Ib
iligkisi dnemlidir

HES 450 molekiiliiniin fibrinojeni ve vWF {inii baglayarak erken ve hizli agregasyon
baglattigini ileri siirersek, bu etkinin neden diger agonistlerde de aym gekilde
gézlenmedigini de agiklamamiz gerekir.

Ristosetin agonisti trombositlerin vWF na baglanmasini potansiyalize eden bir
molekiildiir. Caligmamizda kullanilan diger agonistlerin vWF {in baglanmas1
tizerinde bu kadar belirgin etkileri yoktur. Ristosetinin vWF {izerindeki etkisinden
yola ¢ikarak, von Willebrand hastalii ve Bernard-Soulier sendromu tanisi1 koymak
igin, bu agonist ile agregasyon ¢aligmalar1 yapilmaktadir.

HES 450 varliginda, vWF ve fibrinojen ligandlarinin artmig baglanma hizina,
ristosetin agonistinin bu reaksiyonu gii¢lendiren etkisini eklersek, ristosetin
agregasyon egrilerinde g6zlenen yiiksek maksimal yanitlarin nedenini agiklayabiliriz.
Ristosetin galismasinda &lgiilen agregasyon egimleri HES molekiilleri ,izotonik NaCl
ve kontrol kanda benzer diizeyde oldugu ve aralarinda anlamli fark olmadig: tespit
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edilmigtir (p>0,05). Agregasyon efimi ortalamalari arasinda anlamli fark
olmamasina ragmen, ristosetine kars1 belirgin hiperagregasyon cevabi gézlenen
kanlarda agregasyon egiminin de iki katina ¢iktig1 gézlenmistir. Bunun sonucunda
hiperagregasyonun, sadece gii¢lii degil ayn1 zamanda hizli seyreden bir siire¢ oldugu
sOyelenebilir. Agregasyon siirecinin hizl1 seyretmesi agonistin giiciine ve GP IIb-Illa
gibi fibrinojen baglayan molekiillerin yiiksek diizeyde ekspresyonuna baglhidir. GP
[Ib-Ila ekspresyonunu azalttigi bilinen bir molekiiliin agregasyon hizinin arttirmas,
alternatif bir fibrinojen baglama mekanizmasi ile agiklanabilir. Ristosetin
caligmasinda hiperagregasyon cevabi olan kanlarin agregasyon egimlerindeki
yiikseklik, HES molekiillerinin fibrinojeni baglama 6zelliginin agregasyon igin ne
kadar 6nemli oldugu gostermektedir. PFA ve TEG ¢aligmalarin sonucunda gézlenen
anti trombosit etkiyi, ¢alismamizin sonuglarim g6z 6niinde bulundurarak, adezyon

zamanminda uzama olarak tarif edebiliriz.

Kolajen (1-3M) ile yapilan agregasyon c¢aligmasinda, HES 200 ve HES 450 nin
maksimal agregasyon degerleri kontrol kanlarina gére anlamli olarak daha ytiksek
diizeyde saptanmstir.(p<0,05). HES 130, HES 200, HES 450 ve Izotonik NaCl
diliisyonlarinin maksimal agregasyonlar1 arasinda anlamli fark saptanmamugtir.
Kolajen ile elde edilen agregasyon egimleri arasinda ise hig bir diliisyon grubu igin
kontrol kanina gére anlaml fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Kolajen molekiilii, trombositlerin, adezyonunu, graniil sekresyonunu ve
agregasyonunu aktive eden giiclii bir agonisttir. Ayn1 ADP de oldugu gibi, kolajen
uyarimi sonucunda hiicre i¢i kalsiyum miktan artar ve trombositler aktive olur.
Trombositlerin kolajeni baglayan esas proteinler GPVI ve GP Ia/Ila olmasina
ragmen, trombositlerin kolajene normal bir sekilde baglanmasi i¢in, vWF ile GP Ib
arasinda saglikli bir etkilesim olmasi gerekir. HES 450 gibi yiiksek molekiiler
agirlikli bir soliisyonun fibrinojen ve vWF nil baglayarak yliksek yanith agregasyona
sebep olabilecegini ifade etmistik. Kolajen yanit1 ristosetin yanit1 kadar olmasa da,
vWF ne bagimli bir yanit oldugu bilinmektedir (20). HES 450 nin yiiksek oranda
ligand baglama 6zelligi, kolajen uyarim ile birlikte, kolajen agregasyon yanitini
arttirabilir. Benzer etki, daha 6nce yliksek molekiiler agrlikli HES 450 de ristosetin
yanitinda gzlenmigti, ancak HES 200 molekiiliinde mevcut degildi. HES 200 tin
kolajen agregasyonunu kontol kanina oranla daha yiiksek diizyede olmasi, ayn1 HES
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450 deki gibi, ligand baglama 6zelligi ile agiklamak miimkiindiir. Ancak, vWF ne
daha ¢ok bagimli olan ristosetin agregasyonunda bdyle bir etkinin gézlenmemesi,
diger yandan vWE’ ne daha az bagimli olan kolajen agregasyonunda kontrole gore
yiiksek yanit olusturmas: diigtindiirtictidiir. Hiperagregasyonun, sadece HES
molekiiltiniin artmig ligand baglama 6zelligine bagli oldugunu séylersek, o zaman
HES 200 iin ristosetin yanit1 da, kolajende oldugu gibi, daha yiiksek olmasim
beklerdik. Bu asamada, HES molekiillerinin, yine molekiil agirliklarina bagl olarak,
kolajen agregasyonunda daha farkl: etkileri oldugu s6ylemek gerekir. Bu etki, HES
molekiiliiniin direkt olarak kolajene baglanmasi ile agiklanabilir. Eger HES
molekiiliiniin gergekten boyle bir etkisi varsa, ristosetin agregasyonu
etkilenmeyeceginden, ristosetin egrilerinde artma gézlenmeyecektir. Ristosetin
agregasyonu vWF nii yiiksek oranda bagimli olmasi1 nedeniyle, agregasyon cevaplari
sadece vVWF’ niin baglanma 6zelliklerine gére degisecektir. Halbuki kolajen
agregasyonu belirli oranda vWE’ ne bagimli olmasi yam sira, trombositlerin kolajene
adezyonuna da bagimlidir. Bu durumda trombositlerin kolajene yapigmasini arttiran
bir madde, kolajen agregasyon cevabim da arttiracaktir. HES molekiillerinin boyle
bir etkiye sahip olduklar1 hakkinda bilinen bir aragtirma yoktur, ancak trombosit
yiizeyine, fibrinojene, fibronektine ve vWE’ ne baglanma yetenekleri distiniiliirse,
aym1 sekilde kolajeni de baglayabilecekleri de akla gelmektedir. Bu olasilifi
aragtirmak icin bagka galigmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Kolajen ¢aligmasinda dikkati ¢eken bagka bir sonu¢ daha vardir. HES 200 ,HES 450
ve Izotonik NaCl’iin kolajen ile olusturulan agregasyonlar arasinda fark
saptanmamustir. Diger taraftan da Izotonigin hiperagregasyona neden olmadig: tespit
edilmistir. Hiperagregasyona neden olmadig: bilinen bir soliisyon ile
hiperagregasyon yapan bagka bir soliisyon arasinda kolajen agregasyonu agisindan
fark saptanmamasi, bahsi gecen hiperagregasyonun istatiksel olarak anlamhilik
sayisin1 ancak agan bir matematiksel sonug olabilecegi akla getirmektedir. Bu
celiskiyi yamitlamak icin daha fazla denek sayisi ile , kolajen agregasyonunu
aragtiran bagka ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi inancindayiz.

Mevcut ¢aligmanin sonucunda, HES soliisyonunun farkli molekiiler agirhifindaki
bilegiklerin trombosit agregasyonunu engellemedigi tespit edilmigtir. Yiiksek
molekiiler agirhgindaki HES 450’ nin, biiyiik olasilikla vWF ve fibrinojeni
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baglayarak, ristosetin ¢aligmasinda hiperagregasyona neden oldugu bulunmugtur.
Kolajen agregasyonu esnasinda HES 200 ve HES 450° deki hiperagregasyon, HES’
in kolajeni de baglayabilecegini diistindiirmektedir.

Diger caligmalarin sonucunda, primer hemostazi belirgin bir gekilde uzattig
gosterilen HES in trombosit agregasyonunu etkilememesi, meydana gelen
degisikliklerin, trombosit adezyonundaki yetersizligi ile agiklanabilir.

Calismamizda , agregasyon deneyinde kullandigimiz Izotonik NaCl soliisyonunun,
trombosit agregasyonu iizerinde etkisinin olmadigi gézlenmigtir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, kristaloidlerle olugturulan hemodiliisyonun hiperkoagiilasyona neden
oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmalarin sonucunda hiperkoagiilasyonun, trombin-
antitrombin II oranimin bozulmasi nedeniyle gergeklestigi ileri stirlilmiistiir. Izotinik
NaCl’tin trombosit agregasyonunu etkilememesi, vVWF ve fibrinojen gibi
molekiillerin tizerinde etkisi olmadig1 ve bu nedenle primer hemostaz etkilemedigi
diigtintilebilir. Bu nedenle olusan hiperkoagiilasyon, primer hemostazdan bagimsiz
bir etki olabilecegi ileri stiriilebilir.

In vitro bir galigma olmas1 nedeniyle klinik etkileri 5ngérmek dogru
olmayacaktir. Ancak trombosit adezyonunu bozan, yiikksek oranda fibrinojen, vWF
ve belki de kolajen baglayan HES’ in, operasyon gegiren hastalarin kanama riskinin
arttiracagl ve yara iyilesmesinin uzatacagi diistiniilebilir.

Calismamizda saptanan hiperagregasyon, hiperkoagiilasyon degildir ve artmig
tromboz egilimi olarak degerlendirilmemelidir. Tarif edilen hiperagregasyon, aslinda
atipik bir agregasyon yanit1 oldugunu ve trombosit adezyonunu olumsuz etkiledigini
diiglinmekteyiz.

Bilimdeki gelismelere ragmen trombosit fonksiyonlar1 hakkindaki bilgiler hala tam
degildir. Trombositlerin degisen ortam sartlarina ne sekilde uyum sagladigi ve
fonksiyonlarinin ne diizeyde etkilendigi bir ¢ok galigma ile agiklanmaya
calisilmaktadir. Mevcut ¢alismanin klinik yani olmasi yan sira belki de en 6nemli
tarafi trombosit fizyolojisi hakkinda yaptig1 katkidir.
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