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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid hastaliklarmin seyri sirasinda hemostatik sistemde c¢esitli degisikliklerin
oldugu bilinmektedir. Bunlar kendini subklinik laboratuar bulgulardan klinik a¢idan 6nemli
olabilecek bozukluklara kadar degisen genis bir yelpazede gostermekte hatta Onemli
tromboembolik olaylar veya kanamalar izlenebilmektedir. Genel olarak hipotiroidili
hastalarda kanamaya yatkilik (1), hipertiroidili hastalarda ise tromboembolik olay
sikliginda artis oldugu bilinmektedir (2,3). Tirotoksikoz nedeni ile dlen hastalarin en az %
18 inden major tromboembolik olaylarin sorumlu oldugu gdsterilmistir (4). Tiroid
hastaliklarinda izlenen bu tiir koagiilopatilerin olusumundan tiroid hormonlarinin eksiklik
veya fazlaliklarinin trombositlerin, koagiilasyon faktdrlerinin tiretim, sentez ve fonksiyonlari
ile kan akiskanlhiginin de§ismesi gibi cesitli parametreler lizerinde olusturdugu direkt yada
indirekt etkiler sorumlu tutulmaktadir (5). Ek olarak otoimmiin kdkenli tiroid hastaliklarinda
immiin mekanizmalarm yer aldigi hemostatik sistemde c¢esitli bozukluklar da

olusabilmektedir.

Tiroid hastaliklarinda hemostatik sistemde izlenen degisikliklerin patogenezinde
trombositlerin  yerini  belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarm sayis1  smirhdir.
Trombositlerin  fonksiyonlarinin degerlendirildigi c¢aligmalarda ise ¢eligkili sonuglar

izlenmektedir(6-11,14,15,18,19,22).

Hipertiroidili hastalarda trombosit dongiisiiniin (turnover) arttigi, trombosit yasam
siiresinin azaldig1 ve bunlarin sonucunda periferik kan trombosit sayilarinda azalma,
ortalama trombosit voliimiinde ise artma oldugu gosterilmistir (6-9). Hipertiroidili hastalarda
trombosit agregasyonunun degerlendirildigi bir calismada trombositlerin ADP ve kollagene

kars1 olan agregasyon yanitlarinin azaldigi gosterilmisken, diger bir ¢aligmada agregasyon



yanitlart normal olarak bulunmus, bir olgu sunumunda ise spontan agregasyon varligi ve

ristosetine artmis yanit oldugu belirtilmistir (10-12).

Hipotiroidili hastalarda ise trombosit sayilarinin normal, azalmis veya artmus,
ortalama trombosit voliimiiniin normal veya azalmis oldugunu gosteren celiskili yayimnlar
bulunmaktadir (13-22.). Trombosit fonksiyonlarmin degerlendirildigi g¢aligmalarda ise
trombosit adezivitesinin azaldigi, agragasyon yanitlarmin azaldigi veya arttigi, trombosit
faktor 3 diizeyinin azaldigi, prostaglandin metabolizmasinin bozuldugu ve kanama

zamaninin uzadig1 gosterilmistir (10,14-16,21,24-26,30,31)

Bu c¢alismanin amaci, literatiirde heniiz yeterli bilgi bulunmayan trombosit
fonksiyonlarmin hipertiroidi ve hipotiroidili hastalarda degerlendirilmesidir. Hastalarin ilk
tan1 aninda ve antitiroid veya replasman tedavisi ile 6troid duruma geldikten sonra trombosit
fonksiyonlar1 hassas birer yontem olan impedans agregometresi ve akis sitometrisi ile

calisiimastir.



2. GENEL BILGILER
2.1.HIPERTIROIDIZMDE GORULEBILEN HEMOSTATIK SISTEM
ANORMALLIKLERI

Hipertiroidili hastalarda %5-40 gibi bir oranda atrial fibrilasyona rastlanabilmektedir
ve bu durum kardiojenik tromboembolik olaylar i¢cin major bir risk faktoriidiir (63,64,75).
Klinik bir calismada tirotoksikozdan 6liim nedenlerinin %18’ini major tromboembolik
olaylar olusturdugu gdosterilmistir(4). Normal siniis ritmindeki hastalarda ise tromboemboli
insidanst %8’ dir(23). Otoimmiin trombositopenik purpura ile Graves’ hastaligi arasinda
iliski gbzlenmis ve bu konuda pek c¢ok c¢alisgma yapilmistir(24-26)). Otoimmiin
trombositopenik purpurasi olan ancak klinik olarak tiroid hastaligi olmayan kisilerde yapilan
bir arastirmada %8-14 oraninda tiroglobulin diizeylerinde artis ve %17-41 oraninda
mikrozomal antikor pozitifligi saptanmistir(27). Yine bu kisilerde yapilan prospektif
calismalarda %8-14 oraninda hipertiroidi gelistigi gozlenmistir(24-25). Tersine Graves’li
hastalarin takiplerinde %11-22 oraninda kolay morarma, trombositopeni (<150.000 pL) ,
platelet baghh Ig G seviyelerinde artis ve otoimmiin trombositopenik purpura gelistigi
gozlenmistir(28). Hipertiroidili hastalarda goézlenen hemostaz anormallikleri asagida

Ozetlenmistir:

2.1.1. Koagiilasyon sisteminde saptanan degisiklikler:

Tiroid hormon diizeylerinde artma endotel aktivasyonuna neden olabilmektedir
sonugta endotel iligskili proteinlerin seviyelerinde artisla karakterizedir. Bu durum
prokoagiilan bir durumdur ve hipertiroidide goriilen tromboemboli sikliginin artig

nedenlerinden birisi olabilecegi diisiiniilmektedir(29)

Graves hastaliginda konjenital prekallikrein ( Fletchor faktdr) eksikligi saptanmistir.

Konjenital prekallikrein eksikligi bir koagiilasyon bozuklugudur ve parsiyel tromboplastin



zamaninda anlamli uzama ile karakterizedir(30,31). Graves’li hastalarda simultane olarak
otoimmiin faktor VIII eksikligi gozlenmistir(34). Saglikli bireylerle karsilastirildiklar1 zaman
Graves’li hastalarda antifosfolipid sendromunda bir artis gézlenmistir. Sonucta ortaya ¢ikan
hiperkoagiilabl durum; hipertiroidili ve es zamanli atrial fibrilasyonu olan hastalarda goriilen

tromboemboli insidansina gore ¢ok fazladir(32,33).

Hipertiroidide gozlenen koagiilasyona egilim pek ¢ok faktorle iliskilidir:
1)Kan voliimiinde artis (artmis oksijen ihtiyaci sonunda eritropoetin iiretiminin artmasi) (5)
2)Karacigerdeki pihtilagma faktorlerinin sentezinde artis, (5)
3)Trombin ve plazmin aktivitesinde artma (5)
4)Metabolik olaylarin ve solunumun hizlanmasi sonucu fazla sivi kaybi ve terleme (A4)

Bunlarla ilgili detayl bilgiler tablo 1 ve 3’°te goriilebilmektedir.

Tablo 1: Hipertiroidizmle iliskili koagiilasyon sistemi bozukluklar:

Parametre

Immunojenik olmayan hipertiroidzm
Plateletler Artmis yikim
Kisalmis platelet yasam siiresi
Azalmis periferik platelet sayis1
Artmis ortalama platelet voliimii (MPV)

Hiperkoagiilabl durum Artmis metabolik hiz
Fazla s1vi kaybi
Artmis karaciger protein sentezi
Artmis trombin ve plazmin aktivitesi
Kardijenik tromboembolik durum

Immunojenik hipertiroidizm

Antifosfolipid sendromu

Otoimmiin trombositopenik purpura

Otoimmiin faktor VIII eksikligi

Antikardiolipin antikor seviyelerinin artmasi
Konjenital prekallikrein (Fletchor faktor) eksikligi




2.1.2.Fibrinolitik sistemde saptanan degisiklikler:

Hipertiroidili hastalarda fibrinojen diizeyleri normal veya artmistir ancak fibrinolitik
aktivite normaldir(34-36). Oglobulin yikim zamani, plazminojen diizeyi ve plazminojen
aktivatorleri azalmistir(37,38). Plazminojen aktivator inhibitorleri artmustir(37). Sonugta
hiperkoagiilabl bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Tablo 4’de bu konu ile ilgili detayl bilgiler

goriilmektedir.

2.1.3. Trombositler ile ilgili degisiklikler:

Hipertiroidizmde hizlanmis platelet turnoveri, kisalmig trombosit yasam siiresi ve
sonugta  hafif azalmis trombosit sayis1 oldugu degisik caligmalarla gosterilmistir(8).
Trombosit turnoverindaki artisin aktive olmus retikiiloendotelial sisteme (RES) bagh oldugu
gosterilmistir(7,39). Yapilmis olan bir calismada 6tiroid ratlara tiroid hormonu verilmesi
RES’te artmis sekestrasyon kapasitesine ve plateletlerin artmis yikimima yol agmistir(39).
Hipertiroidili ratlarda ortalama trombosit voliimiiniin 9,2 fI’e kadar ¢ikti§1 goriilmiistiir
(normal 5,8-8,4 f1)(9). Bu kemik iliginden daha geng olan trombositlerin dolasima gegmesi,
B12 ve folik asit diizeylerinde azalma sonucu olan hafif diizeyde makrositik anemi ve
ortalama trombosit voliimiiniin artamasiyla agiklanmaktadir(40). Biitiin bu trombosit kalitatif
ve kantitatif bozukluklarmin tamami Gtiroid durumun saglanmasiyla geri donmektedir

(Tablo 1 ve 5)

2.1.4.Vaskiiler tonus:

Kardiovaskiiler sistem degisiklikleri hipermetabolizmaya bagli dolasim ihtiyacmnin
fazla olmasi ve artmis olan bazal 1smnm dagitilmas: sonucudur. Istirahat halinde iken vaskiiler
diren¢ azalmistwr, kapiller frajilitede artis vardir ve kardiak output artmustir(29). Yapilan
deneysel bir calismada plazma vizkositesinin arttig1 gosterilmistir. Tromboksan A2 (TXA2)

ve prostasiklinin vaskiiler toniis ve platelet fonksiyonu iizerine olan 6nemli etkisi nedeniyle



anjina pektorisli ve atherosklerotik hastalia yol actig1 bilinmektedir(42,43). Yapilan bir
calismada hipertiroidizmde tromboksan tiretiminde orta derecede bir azalma ve aortik
prostasiklin iiretiminde bir degisiklik bulunmamistir(44). Hipertiroidili ratlarda yapilan bir

calismada doku endotelin diizeylerinde azalma saptanmistir(45).

2.1.5.Dogal antikoagiilanlar ile ilgili degisiklikler:

Literatiirde hipertiroidili hastalarda faktor V Leiden, protrombin gen mutasyonu,
protein C ve S eksikligi, antitrombin III (ATIII) ve disfibrinojenemi ile ilgili herhangi bir

calismaya rastlanmamaistir.

2.2.HIPOTIROIDIZMDE GORULEBILEN HEMOSTATIK SISTEM
ANORMALLIKLERI

Hipotiroidili hastalarda morarma veya menoraji ile kendisini gosteren hafif bir
kanama egilimi vardir(1,46). Bunun nedeni multifaktoryeldir. Plateletlerle, koagiilasyon
faktorlerinin rolii minimaldir. Menorajinin yapilan bir ¢aligmada anoviilasyona sekonder
kirilma kanamasi seklinde oldugu ve kolay morarmanin ise ekstravaskiiler araligin
miksddematous transformasyonu sonucu oldugu diisiiniilmektedir(47-49).Bunlarin yanisira

hipotiroidili hastalarda gézlenen hemostaz anormallikleri ile ilgili detayl bilgiler asagidadir.

2.2.1. Koagiilasyon sistemi ile ilgili degisiklikler:

Hipotiroidide gbzlenen hemostaz anormalligi kazanilmis von Willebrand hastaligi
gibidir .Bu kendisini mukokiitan6z kanama epizodlar1 (burun veya diseti kanamasi, menoraji
ve gastrointestinal kanama), aspirine ve alfa metil dopaya asir1 kanama cevabi, travma veya
cerrahi sonrast major kanama ile gostermektedir(1,31,50). Buradaki patofizyolojik
mekanizma; faktor VII/VWF kompleksinde azalmig aktivite, ristosetin kofaktor

aktivitesinde azalma ve plateletlerin adezyonunda bozulmadir. Hepsi birlikte sonugta



parsiyel tromboplastin zamaninda uzama, platelet agregasyonunda azalma ve kanama
zamaninda uzamaya neden olmaktadir(1,46). Hipotiroidili hastalarda faktér VIII antijen
diizeyi azalmistir fakat faktor VIII aktivitesi normaldir(51). Hipotiroidili hastalarda gdzlenen
diger koagiilasyon sistem anormalligi karaciger protein sentezinde azalma sonucunda
koagiilasyon faktorlerinin degisik oranlarda sentezlenmesi sonucundadir (14,52,46). Bunlar
tablo da gosterilmistir. Hipotiroidizmde yapilan koagiilasyon ¢alismalarinda; trombin zamani
normal, parsiyel tromboplastin zamaninda uzama ve protrombin zamani normal veya ¢ok az

azalmis olarak bulunmustur (1,46) (Tablo 2 ve 3).

Tablo 2: Hipotirodizmle iliskili koagiilasyon sistem bozukluklan
Parametre
Plateletler Azalmug periferik platelet sayist
Azalmis ortalama platelet hacmi (MPV)
Kemik iligi megakaryopoezinde azalma
Kemik iligi miksddemi

Koagiilasyon faktorleri Faktor VII, VIII, IX, XI, XII aktivitelerinde azalma
Faktor I, VII, IX, X biolojik yar1 dmiirlerinde uzama
Daha yiiksek dozda warfarine ihtiya¢ duyulmasi
Otoimmiin trombositopenik purpura

Kazanlmig von Willebrand hastalig

Alfa metil dopa ve aspirinle kanama egiliminin arttirilmasi

Tablo 3: Tiroid hastaliklarinda koagiilasyon faktorlerinde olan degisiklikler

Hipertiroidi Hipotiroidi
Fibrinojen (faktor 1) N-1 N
Faktor Il N-| N veya?t
Faktor V N N
Faktor VII ! 1-1
Faktor VIII 1 1-N
Faktor IX N -1
Faktor X N-| 1-N
Faktor XI N 1-N-1
Faktor XII N !
Antikoagiilan duyarliig 1 (warfarin) l

2.2.2.Fibrinolitik sistem ile ilgili degisiklikler:

Hipotiroidili hastalarda fibrinojen seviyeleri normal olmasina ragmen fibrinolitik

aktivite artmustir. Bu artmis aktivite plazminojen aktivitesinde artis ve plazminojen




aktivatoriinde bir artigla beraberdir(38). Plazma aktivatdr inhibitér seviyesi azalmistir,
antiplazmin seviyesi normaldir(37). AT-III seviyesi azalmistir ve 6globulin lizis zaman
artmistir (38,53). Hipotiroidili hastalardaki pihtilasma sistemi ile ilgili bu bozukluklarmn
tamami L-tiroksin tedavisi ile normale donmektedir . Tiroid hormonlarmin bu degisiklikleri

nasil yaptig1 bilinmemektedir (Tablo 4).

Tablo 4:Tiroid hastaliklarinin fibrinolitik sistem iizerine olan etkileri

Hipertiroidi Hipotiroidi
Fibrinojen N-1 N
Fibrinolitik aktivite N 1
Oglobulin yikim zamani ! 1
Plazminojen l T-N
Antiplazmin N N
Alfa-2-makroglobulin N 1
Alfa-1-antitripsin 1 N
C1 inaktivator 1 N
Plazminojen aktivatorleri l T-N
Antitrombin llI N !
Plazminojen aktivator inhibitorleri 1 l

2.2.3.Vaskiiler toniis ile ilgili degisiklikler:

Hipotiroidizmde istirahat halinde vaskiiler toniis artmistir ve dolasan kan voliimii
kardiak outputtaki diismeye bagl olarak azalmistir. Hipotiroidili hastalarda kapiller
frajilitenin artmig oldugu sdylenmekle beraber bu daha ¢ok klinik bir gézlemdir Thomson’un
25 hipotiroidili hastada yaptig1 bir calismada kapiller frajilitenin azaldig1 gézlenmistir ancak
patofizyolojisi hakkinda agiklama yoktur(29).

Hipotiroidizm maksimal trombin ile uyarilmig tromboksan (vazokonstriktor ve
trombosit agregan) liretiminde bir azalma gozlenmistir. Prostosiklin (vazodilator) {iretiminin
yaslanmayla birlikte azalmasini engellemistir. Bu prostaglandin degisiklikleri L-tiroksin
tedavisi ile normale donebilir. Tiroid hormonlarmin prostaglandin sentezine olan etkisi
spekiilatiftir ve trombosit membran fosfolipidlerindeki degisiklikle veya prostaglandin

sentetik enzim aktivitesinde degisiklikle iliskili oldugu diistiniilmektedir(21).



2.2.4. Trombositler ile ilgili degisiklikler:

Hipotiroid ratlarda yapilan bir ¢aligmada trombosit sayisinda azalma, ayni, artma ve
trombosit fonksiyonunda degisiklikler ile beraber hafif kanama egilimi saptanmistir (13,19,
22).Hipotiroidizmde genellikle trombositlerin sayilar1 ve ortalama trombosit voliimleri
normaldir veya c¢ok hafif azalmistir (19,22). Bu anormallikler koagiilasyon bozukluklar1 ile
iligkili degildir ve tiroid hormon replasmani ile normale donmektedir. Fakat kemik iligi
megakaryopoezi azalmistir (46). Kemik iligi miks6demi megakaryopoezin anlamli derecede
inhibe edilmesine neden olmaktadir (13). Tersine hashimoto tiroiditli hastalarda trombosit
sayist periferik yikimm artmasi sonucu azalmaktadir ve kemik iligi megakaryopoezi buna
yeterli yanit verebilmektedir. Hipotiroidili hastalarda goriilen diger bir konu ise trombosit
metabolizma anormallikleridir (trombosit membran fosfolipid iliskili trombosit faktor-3’iin
azalmig aktivitesi ve aspirin verilmesini takiben plateletlerden dolasima azalmis seratonin
salinimidir). Sonucta bazi ilaglar Ornegin alfa-metil dopa ve aspirin trombosit
disfonksiyonunu arttirabilir veya maskeleyebilir bu nedenle hipotiroidili hastalarda

kullanirken dikkatli olunmalidir(26) (Tablo 2 ve 5).

Tablo 5:Tiroid hastahklarinin platelet say1 ve fonksiyonlar iizerine olan ana etkileri

Hipertiroidi Hipotiroidi
Kemik iligi megakaryositi ! 1
Platelet sayisi N veya | Nveya1 veya|]
Ortalama platelet voliimii 1 Nveya 1 veya |
Platelet dagilim hacmi (PDW) ! N -1
Platelet adezyonu T l
Platelet aggregasyonu N N -|
Platelet monoaminoksidaz N-| N
Platelet faktorleri F3P |
Platelet metabolizmasi Trombaksan N sentezi Trombaksan N sentezi
Aspirin ve alfa metil dopa’ya anormal yanit
Prostaglandin metabolizma anormallikleri
Kanama zamam 1




2.2.5.Dogal antikoagiilanlar: Bu konuda yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Tiroid hormonlar1 esas olarak niikleer reseptorleri etkilemekle beraber ayrica
ekstrantikleer sitozolik maddeleri de direk olarak etkilerler. Bu maddeler mitokondri ve bazi
enzimlerdir. Trombositlerde niikleus bulunmamakla beraber megakaryositlerde niikleus
bulunur ve plateletlerde goriilen etki, tiroid hormonun megakaryosit niikleusuna olan
etkisinin sonucudur. Trombosit fonksiyonu myozin hafif zincir kinaz ve bunun
fosforilasyonu ile diizenlenmektedir(54). Mamiye ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada tiroid hormonlarinin trombositlerdeki bu enzimi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
enzim Ca-kalmodulin bagimli myozin hafif zincirinin fosforilasyonundan sorumludur ve
sonugta trombositlerin  kontraksiyon metabolizmasin1  etkilemektedir. Masaki ve
arkadaslarina gore r-T3 ayrica trombositlerdeki 20 kd proteinin fosforilasyonunu da

etkilemektedir. Bu islem sonugta trombosit agregasyonunu etkilemektedir.

2.3.TROMBOSITLER

2.3.1.Yapx

Trombositler megakaryositlerin fragmantasyonundan kaynaklanan 2-5 pm capinda
0,5-1 pm kalmhgmda 5-7 um’ hacminde, niikleus icermeyen, bikonveks, yuvarlak ya da
hafif oval sekilde olan hiicrelerdir(55-57). Viicutta total 10'*diizeyinde bulunmasma karsin
dolasan kandaki trombositler yaklasik 7 mL? lik bir hacim olusturmaktadirlar. Dolasan
trombositler total platelet kitlesinin 2/3 iinlin olusturmakta olup geri kalan 1/3 i dalakta
sekestre edilir ve her iki havuz denge halindedir(57). Dolasan plateletlerin degisim orani
giinde litrede 35x10° diizeyinde olup ortalama yasam sireleri 7-10 giindiir (55-
57).Trombositler, May griinwald/Giemsa ile boyanan yaymalarda kiigiik, yuvarlak, bazen
elonge, diizensiz parcaciklar olarak goriiliirler. Azurofilik mor graniilasyon, yaklasik 30

lekeden ibaret olarak mavi sitoplazmadan ayrimlanabilir. Aktivasyon basladiktan sonra
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graniiller santralize olur ve sitoplazma homojen bir hal alir (57). Graniiller elektron
mikroskobunda yuvarlak sekilli, yaklasik 300 nm boyutlarinda, tek bir membranla g¢evrili

bire yogunluk olarak goriliirler.

2.3.1.1.Trombosit graniilleri

Alfa graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar olmak iizere 3 tip graniil

tanimlanmistir. Bunlarin igerikleri ve islevleri Tablo 6’da 6zetlenmistir.

2.3.1.1.1. Alfa graniiller

Alfa graniiller trombositlerdeki azurofilik graniillerin yaklasik %85’ini olustururlar.
Alfa graniillerin i¢erdigi cok sayidaki substans iki grup halinde toplanabilir. ilk grup spesifik
trombosit proteinlerini, ikinci grup ise plazma ya da doku molekiillerini icerir. Bunlar, ya
prokoagiilan etki gostererek, ya plateletlerin adezyon ve aggregasyonlarini uyararak, ya da
onarim progeslerini hizlandirarak hemostaz aktivatorii iglevi gosterirler. Bu faktorler,
saliverme faz sirasinda plateletlerden ¢evre ortama salinirlar (57) .
“grey platelet sendromu” olarak bilinen, agregasyon yitimi ve hemorajik diatezle sonuglanan

tabloda trombositlerde alfa grantil eksikligi s6z konusudur(55-57).

2.3.1.1.2. Yogun graniiller

Tiim grantillerin %10’unu kapsar. Tipik olarak, vezikiiler membrandan belirgin bir
halo ile ayrilan opak partikiiller olarak goriiliirler. Merkezi partikiildeki yogunlugun olduk¢a
bol miktarda toplandigi kalsiyum bulunusuna bagli oldugu diistiniilmektedir. Kalsiyumdan
baska yogun cisimcikler adenozin difosfat (ADP) (total deponun %64°1i), adenozin trifosfat
(ATP) ve seratonin gibi release sirasinda salman cesitli maddeleri depoladigi gibi

katekolaminler, pirofosfat ve ortofosfatlarida igerir(55-57). Yogun cisimcikler, endojen ADP
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salmmmina sekonder aggregasyonun olmayis1 ile karakterize Hermansky Pudlak

sendromunda eksiktir (55-57).

2.3.1.1.3.Lizozomlar

Daha az sayida olup yalnizca asit fosfataz, aril siilfotaz gibi sindirici enzimlerden
birinin varhiginda gosterilebilir. Sikatrizasyon sirasinda hemostatik tikacin eliminasyonunda

rolleri vardir(56,57).

2.3.2.islev

Trombositlerin en dnemli islevi damarlarda zedelenme oldugu zaman mekanik bir
tika¢c olusumunu saglamaktir. Bunu adezyon, sekresyon, aggregasyon ve prokoagiilan

ozellikleri ile gergeklestirilir.

2.3.2.1.Trombosit adezyonu

Kan damarlarinda olusan hasar sonucu subendotelyal yag dokusunun aciga ¢ikmasi
ile trombositler bu bolgeye yapisirlar (adezyon). Trombositler ile damar duvar arasinda
olusan etkilesim sirasinda bir¢ok adezyon molekiilii rol alir. Von willbrand faktér (vVWF) bir
yandan subendotelyal mikrofibriller ile baglanirken diger yandan trombosit membranindaki
glikoprotein Ib (GP-Ib) ile baglanir. GP-IIb-11la reseptér kompleksi ile trombositlerin vWF
araciligi ile damar duvarina yapismalarii saglayan ikinci bir baglanma noktasini olusturur.
Subendotelyal bolgedeki kollajen molekiillerine yapigsma ise GP-la aracilig1 ile olmaktadir.
Trombosit adezyonu sonrasi olusan bir dizi metabolik reaksiyon ile trombositlerde saliverme
(release), sekil degisikligi ve aggregasyon olusumu baslamaktadir. Trombositler daha
kiiresel bir sekil almaktadirlar ve uzun psddopotlar olusturarak trombosit-trombosit ve

trombosit- damar etkilesimlerini arttirmaktadirlar(56,57,59,60).
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2.3.2.2. Trombosit saliverme (release) reaksivonu

Trombositlerin kollajen ile karsilagsmalar1 ve /veya trombin etkisi ile graniillerde
bulunan ADP, seratonin, fibrinojen, lizozomal enzimler, beta tromboglobulin (5-TG),

trombosit faktor 4 (PF4) gibi maddeler saliverilirler.

Alfa graniil glikoproteinleri ve bu proteinlerin saliverilisi , trombosit aktivasyonu i¢in
son derece duyarli bir gosterge olarak kullanilmaktadir. Ciinkii bu substanslar yogun

graniillerin saliverilisi i¢in gerekli uyaridan daha diisiik uyari ile saliverilebilirler.

Ayrica kollajen ve trombinin etkisi ile trombosit prostoglandin sentezi artar. Protein
kinaz C aracilig1 ile protein fosforilasyonunu aktive eden diasilgliserol ve intraselliiler
kalsiyum iyonlarinin salinimimna yol acgan inositol trifosfat salivrilmesi olusur. Ayrica
tromboxan A2, siklik adenozine monofosfat (CAMP) diizeylerini diisiirerek saliverme

reaksiyonunu arttirir.(56,57,59,60)

2.3.2.3. Trombosit aggregasyonu

Ortama salman ADP ve TXA2ile hasarli bolgede daha fazla sayida trombositlerin
aggregasyonu gerceklesir. Yeni katilan trombositlerde aktive olarak daha fazla saliverme
reaksiyonuna yol acarlar ve olusan bu pozitif geri beslenme sayesinde hasarli endotelyal

alanda yeterince biiyiik bir plak olusumu saglanir (56,57,59,60).

2.3.2.4.Prokoagiilan aktivite

Trombositlerin saliverme reaksiyonu ve aggregasyonunu takiben agiga c¢ikan PF-3
koagiilasyonun iki onemli basamaginda rol oynamaktadir. Aktive faktor IX ve VIII ile
birlikte faktor X aktivasyonunda rol alan PF-3 ayni1 zamanda aktive faktor X ve V ile birlikte

protrombinin trombine doniistliriilmesi basamaklarinda yer almaktadir.(56,57,59,60)
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Tablo 6. Platelet graniillerinin igerikleri ve islevleri

ALFA GRANULLER

1. Spesifik proteinler
PF-4 *heparin noétralizasyonu
*adezyon ve aggragsyonun uyarilmasi
*bazofillerden histamin saliverilginin uyarilmasi
*no6trfil, monosit ve fibroblastlar tizeri,ne kemotaktik etki
*16kosit elastazin aktivasyonu
*kollajenaz inhibisyonu

*cesitli glikozaminoglikalarin fiksasyonu

B-TG *antiheparin etki
*fibroblastlar lizerine kemotaktik etki
PDGF *fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasmin uyarilmasi
*n6trfil, monosit, fibroblast vediiz kas hiicrelerine kemotaktik etki
Trombospondin  *aggregasyon ve fibrin olusumu
*hiicre hiicre etkilesimi

*hemaggliitinasyon

2. Plazma ya da doku molekiilleri

Fibrinojen *aggregasyon ve koagiilasyon
Faktor V *koagiilasyon

VWF *adezyon

Fibronektin *adezyon

Trombospondin *adezyon ve aggregasyon

Epinefrin *vazokonstriksiyon ve aggregasyon
Plazminojen *fibrinoliz
HMWK *yangl, koagiilasyon aktivasyonu

YOGUN-CiSIMCIKLER

ADP *adezyon ve aggregasyon

ATP *enerji deposu

Kalsiyum *sekli degisikligi, hareket, PG sentezinin aktivasyonu, koagiilasyon
Antiplazmin * koatilasyon

LiIZOZOMLAR

Asit hidrolozlar * sikatrizasyon sirasinda hemostatik pihtinin ortadan kaldirilmasi
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2.4. TROMBOSIT AKTiVASYONU

Damar i¢inde pasif olarak dolasan trombositler, damar duvarinda bir zedelenme yada
yabanci bir yiizeyle temas sonucunda hizla adezyon, sekil degisikligi, saliverme ve
aggregasyon gostererek lokalize bir hemostatik tika¢ olustururlar (59). Trombosit
aktivasyon, trombosit ylizeyini etkileyebilen deg§isik uyarici ya da inhibe edici sinyallerle
modiile edilen dinamik bir progestir(59). Trombositler bu ¢esitli uyarilar1 algilayan spesifik
membran reseptorleri tasirlar. Bu reseptorler yoluyla alinan sinyalleri hiicre i¢cinde bulunan

ikincil haberciler kompleks bir biyolojik yanita dontistiirtirler (60).

Trombosit yanit1 iki grup halinde smiflandirilabilir(60):
1-Adezyon, sekil degisikligi ve primer agregasyon (reversibl yanit)

2-Saliveris reaksiyonu ve sekonder agregasyon (irreversibl yanit)

Reversibl yanit, trombositlerin endotel hiicre tabakasi arasindaki bosluklari
kapatilmasi, biiyiime faktorlerinin alfa graniillerinden saliverilisi ve subendoteldeki kiigiik
defektlerin onarimi gibi fizyolojik islevleri; irreverzibl yanit ise trombositlerin hemostatik

islevini igerir(60-62).

Uyartya ilk fizyolojik yanit, disk seklinde ve diizgiin olan trombositin adezyonu ve
sekil degisikligidir. 2-3 saniye icerisinde kiire seklini alan trombositlerde 7-8 saniye
icerisinde uzun psddopodlar belirir(63,64). Trombositlerin kiire seklini almasi, graniillerin
merkezilesmesi ve kontraktil hiicre iskeletinin kasilmasi sonucu ortaya c¢ikar(65). Sekil
degisikligi sirasinda plazma membraninin yiizeyide genislemektedir. Bu da olasilikla yiizey

(13

baglantili “ acik kanalikiiler sistem” in disa agilmasinin bir sonucudur(66). Fizyolojik

kosullarda sekil degisikligi, aggregasyon ve saliverilise Onciilik eder ve bir
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ongerekliliktir(66-67). Sekil degisikligi sirasinda trombositlerin prokoagiilan aktiviteleride

artmaktadir(68).

Cesitli fizyolojik substanslar trombositleri aktive etmektedir. Bunlarin i¢inde en
onemlileri:troobositlerin adezyonunu uyaran vWF ve kollajen; koagiilasyon sisteminde
olusan trombin; aktive trombositlerden saliverilen endoperoxidler/TXA2 ve ADP; dolagimda
bulunan epinefrin ve vazopressin, ve uyarilmis notrofil ve makrofajlardan saliman trombosit

aktivasyon faktorii (PAF)’dir(60).

Trombositler aktive oldugunda trombosit membranindaki lipid dagiliminda
degisiklikler olmakta ve negatif yiiklii fosfotidilserinin biiyiik birbolimii membranmn dis
yilizeyine ¢ikmaktadir(69). Aktive trombositlerin bu 6zelliginin hemostatik progeste biiyiik
onemi vardir. Negatif yiiklii fosfolipidler faktor IXa, faktor VIIIa ve kalsiyumdan olusan bir
kompleks araciligi ile faktor X un faktor Ixa’ya ve yine faktor Xa, faktor Va ve kalsiyumdan
olusan bir kompleks araciligiyla da protrombinin trombine doniisiimii belirgin olarak
arttirmaktadir(70-72).  istirahat halindeki trombositler, membranmn dis yiizeyinde
fosfotidilkolin ve sfingomyelin gibi ndétral fosfolipidleri icerdiklerinden faktor Xa ya da
trombin olusumunu uyarma kapasiteleri diisiiktiir(69). Trombositlerde faktor Va igin 1000-
2000 adet yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri bulunmaktadir(73). Trodbosite baglh faktor
Va, faktor Xa i¢in bir reseptdrdiir ve trombosit bagmna faktér Xa i¢in 200-300 baglanma
bolgesi bulunmaktadir(73). Aktivasyon sirasinda ayrica, koagiilasyon ve fibrinoliziste
onemli rolleri olan yiiksek molekiil agirlikli kininojen (HMWK), faktér Xlla, faktor XlIlla,
aktive protein ¢ ve plazminojen i¢inde baglanma bolgeleri eksprese edilir(74-76).

Aktive trombositler, doku plazminojen aktivatorii ( t-PA) ve iirokinazla kompleks
olusturarak  bunlar1  inaktive eden trombosit aktivator inhibitori (PAI-1)’ide

salivermektedir(78). Alfa graniillerde bulunan PAI-1 yalnizca %51 aktif durumda olup geri
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kalan biiylik boliimii latent formdadir. Aktive trombositlerden saliverilen TGF-B ise endotel
ve diiz kas hiicrelerinde PAI-1 ekspresyonunu uyarmaktadir ve bu hiicrelerde olusan PAI-1

aktif formdadir(78).

2.4.1. Trombosit aktivasyon belirtecleri

Son yirmi yil igerisinde arastirmacilar pretrombotik ya da trombotik durumun
belirlenmesi amaciyla in vivo olarak aktive trombositlerin varligmmi gostermeye yonelik
duyarl ve spesifik yontemler gelistirmeye caligmislardir. Bunlar:
a.Dolasan trombosit agregatlar1,(79-81)
b.Aktive trombositlerden saliverilen ve plazma ya da idrarla saptanan metabolitler
(PF-4, B-TG, 2,3- dinor-TXB2, 11-dehydro-TXB2) (82,83)
c.Immunolojik ydontemler

(platelet —associated FXIII, GP-11b-11la, LAMP-1ve -2, GP-53, GMP-33, GMP-140)(84,85)

Trombositler normal kosullar altinda dolasimda istirahat durumunda bulunurlar ve
bir¢ok fizyolojik agonistlerden bir veya birkagi ile uyarildiklar1 zaman trombosit adezyon ve
aggregasyonuna yol acan degisikliklere ugrarlar. Bu degisiklikler in vivo kosullarda
olabilecekleri gibi, in vitro kosullardan da 6nemli oranda etkilenmektedirler(86). Trombosit
aktivasyonunun degerlendirilmesi amaciyla kullanilan PF-4, BTG, tromboxan
metabolitlerinin serum ve idrarda Ol¢iimii gibi biokimyasal yontemlerin ¢ogunlugunda
uygulanan manipiilasyonlar nedeni ile teknik hatalarin dogurdugu yaniltici test sonuclar1 ile

karsilasmak miimkiindiir. Bu nedenle klinik olarak yaygimn kullanim alani bulamamislardir.

Akis sitometrik yontemlerle, trombosit aktivasyonu sirasinda trombosit yiizeyinde
olusan degisikliklerin degerlendirilmesi yoluyla da trombosit aktivasyonunun monitorize
edilmesi miimkiindiir. Ozellikle tam kan ydnteminin kullanildig1 durumlarda, trombositler
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dogal ortamlar1 i¢inde analiz edilmektedirler ve santrifiigasyon gibi teknik nedenlerle
trombosit aktivasyonuna yol acarak yaniltict sonuglar dogurabilecek manipiilasyonlar
bulunmamaktadir. Bu nedenle trombosit aktivasyonlarmin degerlendirilmesinde akis
sitometrik yontemlerin kullanilmasi, PF-4, B-TG, trombaksan metabolitlerinin serum ve
idrarda Olclimii gibi biokimyasal yontemler kullanildigi analizlere gore daha dogru ve

giivenilir sonuglarm alinmasini saglamaktadir(85).

2.5.TROMBOSIT AGREGASYON CALISMALARI

Trombosit agregasyonu, bir trombositin diger bir trombosite yapismasini tanimlayan
bir terimdir. Bu olay trombositten zengin plazma veya tam kana agregan maddelerin
(agonist) konulmasi ile indiiklenebilir. Trombosit agregasyonunun olusabilmesi i¢in
kalsiyum, fibrinojen, plazma faktorleri ve agregan ajanlara gereksinim bulunmaktadir.
Kullanilan agregan ajanin tipi ve konsantrasyonuna gore alinan yanitlar farkli olmaktadir.
ADP, epinefrin, kollajen ve ristosetin agonist olarak klinikte en sik kullanilan maddelerdir.
Agonist olarak bu maddelerin kullanilmasinin nedeni in vivo kosullarda da bu maddelerin

trombosit agregasyonunda rol almalarindan kaynaklanmaktadir.(59,60)

ADP ve epinefrin trombosit organallerinde bulunan ve primer hemostatik plak
olusumu sirasinda aktive olan trombositlerden salinan ve trombosit agregasyonunu arttiran
maddelerdir. Kollajen ise, trombositlerde bulunmayan ancak damarlarda olusan hasar sonrasi
aciga cikan ve trombositleri aktive ederek agregasyon ve primer hemostatik plak olusumunu
saglayan bir dizi reaksiyonun baslamasina yol acan ilk maddelerdir. Bu nedenle in vitro
calismalarda trombositlerin yanitlarmin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadirlar.
Trombin, arasidonik asit, kalsiyum ionophore, ristosetin, bovine faktor VIII ve seratonin ise

daha ¢ok 6zel durumlarda ve deneysel calismalarda kullanilan agonistlerdir.
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Primer ve sekonder olmak iizere in vitro olarak iki tip agregasyon yanit1 soz
konusudur. Primer agregasyon reversibldir ve saliveris reaksiyonu olusmaz. Sekonder
agregasyon ise saliveris ile birlikte irreversibldir. Trombositlerin agregasyonu, fibrinojenin
baglanabilecegi fibrinojen reseptorlerinin belirmesini gerektirir(60). Primer agregasyon
hiicre dis1 ortamda kalsiyum ve/veya magnezyumun varliginda ve diisiik konsantrasyondaki
bir agonistin uyarimiyla gergeklesir. Bu agregasyon ve disagregasyon, fibrinojenin
reseptoriine baglanip ayrilmasiyla iligkilidir. Yiiksek agonist konsantrasyonundan sonra
gozlenen irreversibl agregasyon ise baslica saliverme reaksiyonunun bir sonucudur. Biiyiik
trombosit agregatlarinin olusumuna ADP, arasidonik asitten olusan endoperoksidler ve
TXA2, yogun cisimciklerden salinan kalsiyum ile alfa graniillerden salinan adezif proteinler
aracilik eder. Alfa graniillerin saliverilmesi, trombosit ylizeyinde yiliksek konsantrasyonda
fibrinojen, fibronektin, trombospondin ve vWF saglar(60). Alfa graniil ve yogun graniil
iceriklerinin saliverilmesi tiim trombosit agonistleri ile uyaridan sonra gozlemlenebilirken,
lizozomal saliverilis yalnizca yiliksek konsantrasyonda trombin ya da kollajen ile olasidir
(87). Saliverme reaksiyonu sirasinda extraselliiler alana gegen endoperoksidler/TXA2’nin
olusumunun trombosit yanitini reversiblden irreversible doniisiimiinde anahtar rol oynadigi

disiiniilmektedir(88-90).

Trombosit agregasyon c¢alismalar1  glinlimiizde trombosit fonksiyonlarmin
degerlendirilmesinde kullanilan en duyarli in vitro testlerden biridir. Diger bir ¢ok teknikle
tan1 konulmasinin miimkiin olmadig1 bir cok hastalikta , hem tanisal hem de tedavi
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Trombositlerin degisik agonistlere
kars1 gosterdikleri yanitlar arasindaki farkliliklar, trombasteni, Bernard-Soulier sendromu,
von Willebrand hastali1 ve non-steroid antiinflamatuar ilaglarin etkileri gibi konjenital veya

kazanilmis bir ¢ok fonksiyon bozuklugunun tanisinda kullanilmaktadir.
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Klinikte trombosit agregasyon testleri agregometre adi verilen cihazlar1 ile
yapilmaktadir. Bu cihazlarin iki farkli sistemle calisan tipi bulunmaktadir. Optik sistemle
calisan  agregometrelerde trombositten zengin plazma kullanilirken, impedans

agregometrelerinde tam kan kullanilmaktadir.

2.5.1.0ptik agregasvyon testleri

Ik kez 1962 yilinda Born tarafindan trombositten zengin plazma &rneklerinde
trombosit aggregasyonunun degerlendirilmesi amaciyla gelistirilen  kolorimetrik bir

testtir(91).

Optik agregometreler sabit dalga ¢alisan spektrofotometrelerdir. Ornegin kondugu 37
C’ye 1s1tilmig bir boliim bulunmaktadir. Ornegin icine konulan metal bir cubukguk manyetik
ortamda, trombosittlerin birbirine temasimi arttirmak i¢in karistici olarak kullanilmaktadir.
Optik sistemle calisan agregometreler i¢in antikoagiile kan 6rnegi diisiik santriftij hizinda
cevrilerek trombositten zengin plazma ve yiiksek hizda cevrilerek trombositten fakir plazma

elde edilmektedir.

Optik agregometrenin ¢alisma prensibi, spektrofotometredeki 6rnek boliimii icinden
gecen 151¢1n transisyonunda olusan degisikliklerin zamana gore kaydedilmesi temeline
dayanmaktadir. Ornek kabina PZP konuldugu zaman trombositlerinvarligi nedeniyle 1$13m
bir kism1 sogrulmaktadir ve bu deger %0 olarak kabul edilmektedir. Ornek kabina PFP
konuldugu zaman ortamda trombosit olmadig1 i¢in 151k minimal sogrulmaktadir ve yliksek
olan bu transmisyon degeri %100 olarak kabul edilmektedir. PZP i¢ine trombosit
agregasyanuna yol acan bir agonist eklendigi zaman trombositler agrege olmakta ve 15181n
transmisyonu zaman iginde artan agregasyona parelel olarak artmaktadir. Zaman i¢inde

15181 transmisyonunda olusan bu degisiklikler grafik olarak kaydedilmektedir. Bu sekilde
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olusan agregasyon egrilerinin egimleri ve dakikalar ic¢indeki oranlar1 hesaplanarak

agregasyon yanitlar1 degerlendirilmektedir.

2.5.2.impedans agregometresi ile vapilan testler

Tam kan yOntemi ile trombosit agregasyonunun impedans metodu kullanilarak

degerlendirilmesi ilk kez 1980 yilinda Cardinal ve Flower tarafindan gelistirilmistir(92).

Impedans agregometresi ile yapilan calismalarda antikoagiile tam kan kullanilmakta
olup PZP ve PFP hazirlanmasima gerek bulunmamaktadir. Calisma sistemi optik sisteme

gore oldukca farkhidir.

Yine 37 C’ye sitilmis ve metal ¢ubukcuk ile karistirilan 6rnek igine elektronik bir
prob konulmaktadir. Bu prob iistiinde iki ince metal tel bulunmaktadir. Probun 6rnek i¢ine
daldirilmasiyla birlikte, metal tellerin {stii trombositler ile tek bir kat seklinde
kapatilmaktadir. Bu nedenle iki metal tel arasmma milivolt diizeyinde elektrik yiikii
uygulandig1 zaman bir elektriksel direngle karsilagilmaktadir. “Ohm” olarak Glgiilen bu
direng bazal deger (0 ohm) olarak kabul edilmektedir. Ardindan ortama agonist eklenmesi ile
birlikte trombositler metal tellerin lizerinde agrege olmakta ve iki metal tel arasindaki direng
artmaktadir. Artan direncin zaman i¢indeki degisimi grafik olarak cizdirilerek agregasyon
egrileri elde edilmektedir. Belirli bir zaman dilimi i¢inde olusan diren¢ degisikligi, ,izlenen
maksimum direng degisikligi veya ortamdaki dakikadaki maksimum degisiklik hiz1 (grafigin

egilimi) gibi parametreler “ohm” cinsinden agregasyon yaniti olarak degerlendirilmektedir.

Impedans agregometresi ile yapilan dlgiimler igin PZP ve PFP hazirlanmasimna gerek
bulunmamaktadir. Bu nedenle tam kan Ornegine trombosit aktivasyonuna yol acarak

agregasyon yanitlarini etkileyebilecek olan santrifiigasyon gibi islemler uygulanmamaktadir.
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Ayrica trombositlerr kendi dogal ortamlar1 i¢inde incelendikleri i¢in, trombosit
fonksiyonlarinda etkili olabilecek bir cok labil faktor ve diger hiicreler ortamdan
uzaklastirilmamaktadir. Testlerin degerlendirilmesinde optik sistem kullanilmadigi i¢in
lipemik, trombositopenik veya dev trombositleri olan hastalarda da impedans agregometresi
glivenle uygulanabilmektedir. Tiim bu faktorler impedans agregometresi ile yapilan

calismalarin degerini optik sisteme gore arttirmaktadir.

2.6.AKIS SITOMETRISI

2.6.1.Calisma ilkeleri

Akis sitometrisi, sivi bir ortam i¢inde dagilmis olarak bulunan hiicre veya
partikiillerin 6zelliklerinin incelendigi bir tekniktir. Partikiil veya hiicreler tek sira seklinde
0zel bir bolmeden istenen hizda akarak gecerler. Bu sirada incelenecek olan hiicrelerin
iizerine belirli bir dalga boyunda laser 151g1 gdnderilir ve hiicrelerden yansiyan 1s1gin
ozellikleri alicilar tarafindan kaydedilerek bilgisayara degerlendirmek iizere aktarilir.
Alicilardan biri hiicrelerin biiyiikliiklerini, digeri grantileritesini ve bir digeri ise yansittiklar1
flouresans yogunlugunu algilar. Bu bilgiler, bilgisayar yardimi ile histogramlar seklinde
korele edilerek incelenebilmektedir. Hiicreler tek sira halinde alicilarin 6niinden gegtigi i¢in,
cok kisa bir siire i¢inde binlerce hiicrenin her birinin 6zellikleri tek tek kaydedilmektedir.
Histogramlar iizerinde biiyiikliik ve graniileritelerine gére degisik alanlarda toplanan hiicre
popiilasyonlarinin etrafina ¢izilen pencereler ile sadece istenilen popiilasyonlar iizerinde
degerlendirme yapmak miimkiindiir. Floresans ile baglanmis monoklonal antikorlar
kullanilarak incelenen hiicrelerin {izerindeki antijenik yapilar tanmabilmektedir. Boylece
hiicre yiizey isaretleri saptanarak normal veya patolojik hiicrelerin tiplendirilmesi

yapilabilmekte ve hastalik durumlarinda tedavilere verdikleri yanitlar moniiterize
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edilebilmektedir. Akis sitometrisi ile , silispansiyon haline getirilebilen her hiicre

popiilasyonu tlizerinde ¢alisma yapmak miimkiindiir(93).

2.6.2.Akis sitometrisi ile vapilan trombosit calismalar

Akis sitometrik yOntemlerin trombosit c¢alismalarinda kullanilmasi, fizyolojik
ve/veya patolojik durumlarda trombositlerin davraniglari konusunda bir¢ok bilgi
edinilmesini saglamistir. Trombositlerin yabanci ortamlar ile karsillagsmalar1 fizyolojilerini
degistirmektedir. Kan alimi sirasinda turnike uygulanmasi, vene igne ile girilmesi, enjektor
icine kanin aspire edilmesi, kan Orne§inin tiiplere konulmasi ve trombositlerin diger
hiicrelerden izolasyonu i¢in uygulanan manipiilasyonlar sirasinda trombositlerde bir¢ok
fizyolojik degisiklik olabilmektedir(86). Bu nedenle trombositlerle ile calisma yapilmasi
zordur. Ozellikle tam kan yontemleri kullanilarak yapilan akis sitometrik ¢alismalarda bu
sorunlar tiimiiyle agilamasa da biiylik oranda azaltilabilmektedir(85). Tam kan ydnteminin
akis sitometrisi ile yapilan calismalarda bircok yonden dstiinliigli bulunmaktadir. Bu
yontemde mikrolitre diizeylerindeki kan 6rnekleri ¢calisma icin yeterli olacagindan infant ve
bebeklerde, trombositopenik hastalarda calismalarin yapilmast miimkiindiir. Tam kan
yonteminin  kullanilmas1 sirasinda trombositlerin  santrifugasyonu ve yikanmalari
gerekmemektedir, bu nedenle trombositlerin aktivasyonuna yol agarak test sonuclarini
etkileyebilecek olan manipiilasyon hatalar1 en aza indirilebilmektedir. Ayrica akis sitometrisi
ile trombosit subpopiilasyonlarinin yanitlarmi ayri ayr1 degerlendirmek miimkiindiir. B-TG
veya PF-4 Olciimleri ile trombosit aktivasyonlarmin degerlendirilmesi bu olanag:
saglayamamaktadir. Birgok fizyolojik ve patolojik durumda akis sitometrisi ile yapilan
trombosit yiizeyi iizerindeki antijenik yapilar taninarak trombositlerin idantifikasyonu
yapilabilmekte, aktivasyon durumlar1 ve agonistler ile uyarildiklar1 zaman gosterdikleri

agregasyon yanitlar1 incelebilmektedir.
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2.6.3. Trombosit aktivasyonu sirasinda olusan trombosit membran degisikliklerinin

akis sitometrik yontemlerle gosterilmesi

ADP veya epinefrin gibi zayif bir agonist ile trombositlerin stimiilasyonu platelet GP-
[Ib-11Ta kompleksinde fibrinojen reseptor bolgesini aciga ¢ikararak fibrinojenin baglanmasini
kolaylastiracak sekilsel bir degisiklige yol agmaktadir ve trombosit-trombosit agregasyonu
olugsmaktadir. Trombositler agrege olduklarinda veya trombin ya da damar duvarindaki
kollajen gibi kuvvetli bir agonist ile uyarildiklarinda ise degraniilasyon olugmaktadir.
Degraniilasyon sirasinda graniil membrani hiicre yiizeyine tasinmaktadir ve graniil
membranindaki spesifik glikoproteinler neo-antijen olarak aktive trombosit membraninda
belirmektedir. Trombosit graniillerinden salman proteinler bu esnada trombosit yiizeyine
yapismaktadir. Tim bu degisikliklerin akis sitometrik yoOntemlerle saptanmasi

miimkiindiir(93).

2.6.3.1.GP-1Ib-11la kompleksinde ve fibrinojen molekiiliinde olan degisiklikler

Trombosit aktivasyonu sirasinda GP-IIb-IIla kompleksinde olan degisiklikler birkag
yolla gosterilebilir. Ornegin aktive hale gelmis GP-IIb-IIla kompleksine kars1 gelistirilmis
olan monoklonal antikorlar (PAC-1) aracilig1 ile(94) , ya da aktivasyon sonucu GP-IIb-11la
kompleksine yapisan fibrinojen molekiilii , anti-fibrinojen poliklonal veya monoklonal
antikorlar ile saptanabilir(95). Aktive olmus GP-IIb-Illa kompleksi daha diisiik afinitede
olmak iizere vVWF ve fibronektin i¢in de reseptor 6zelligine sahiptir. Bu nedenle aktive
olmus trombositlerin tasidiklart vWF ve fibronektinin, bu molekiillere karsi gelistirilmis

poliklonal veya monoklonal antikorlar ile gosterilmesi de miimkiindiir(96,97).

Aktive olmus GP-IIb-Illa kompleksine baglandigr zaman fibrinojen molekiiliiniin

kendisinde de sekil degisikligi olmaktadir. Bu yeni degisikligi saptayabilen monoklonal
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antikorlarin kullanilmas: ile aktive olmus trombositlere yapismis olan fibrinojenin,

plazmadaki fibrinojenden bagimsiz olarak goriilmesi miimkiindiir(86).

Aktive olmus GP-1Ib-IIla kompleksine fibrinojen molekiiliiniin yapismasi ile GP-IIb-
[ITa kompleksinde yeni bir sekilsel degisiklik ortaya c¢ikmakta ve bdylece LIBS (ligand
induced binding sites) ad1 verilen yeni epitoplar olusmaktadir. Bu epitoplara karsi gelistirilen

monoklonal antikorlar ile de aktive trombositlerin saptanmasi miimkiindiir(98).

2.6.3.2.Alfa graniil membran antijenlerinin gosterilmesi

Trombosit aktivasyonunun gosterilmesi, degraniilasyon sonucu trombosit yiizeyinde
beliren graniil membran antijenlerinin saptanmasi yoluyla da yapilabilmektedir. GMP-140
bunlar i¢inde ilk tanimlanan antijenlerden birisi olup PADGEM, CD62 antijen ve P-selektin
olarak da adlandirilmaktadir(99,100). GMP-140 alfa graniillerin membranlar1 iizerinde
bulunmaktadir. Ayrica yogun graniillerin membranlar1 iizerinde de gosterilmistir(101).
Istirahat durumunda ki trombositlerin yiizeyinde 1000 molekiilden daha az sayida iken,
trombosit aktivasyonu ile hiicre basma 10.000 molekiiliin lizerine ¢ikmaktadir(102,103).
Selektinler ailesinin bir iiyesi olan P-selektin, ELAM-1 (E-selektin) ve lenfosit homing
reseptor (L-selektin) gibi bir adezyon molekiiliidiir(100-104). Noétrofiller ve monositler i¢cin
yapisma yeri olan P-selektinin aktive trombositlerin RES hiicreleri tarfindan dolagimdan

uzaklastirilmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir(105).

Alfa graniillerin membranlarinda bulunan GMP-33 de P-selektin gibi istirahat
halindeki trombositlerde ¢ok az sayida bulundugu halde, aktivasyonla ekspresyonu belirgin

olarak artan bagka bir antijendir(106).
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Trombositlerdeki alfa graniillerin icinde bulunan ve aktivasyon ile ortama salman
trombospondin ve PF-4, degraniilasyondan sonra trombosit iizerindeki reseptorlerine
baglanmaktadir. Bu nedenle trombosit ilizerinde bulunan trombospondin de trombosit

aktivasyon gostergesi olarak kullanilabilmektedir(107).

2.6.3.3.Lizozom membran antijenlerinin gosterilmesi

Plateletlerdeki lizozomlarin membranlarinda bulunan GP-53 veya CD63 olarak
bilinen bir glikoproteinin de platelet aktivasyonu ile hiicre zarinda ekspresyonu artmaktadir
(96,108). Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bu proteine diger hiicrelerde ve tiimor

hiicrelerinde de rastlanabilmektedir (109).

Lizozomal membranlarda bulunan ve aktivasyon ile platelet membranlarinda

ekspresyonu artan diger iki protein LAMP-1 ve LAMP-2 dir (110)

2.6.3.4.Yogun cisimcik membran antijenlerinin gisterilmesi

Granulophysin yogun graniil membraninda bulunan ve platelet aktivasyonu ile

ekspresyonu artan diger bir antijendir. (101)

2.6.3.5.GP-1b ekspresyonundaki azalisin saptanmasi

Trombin ile olusan platelet ajktivasyonu sirasinda, yiizeye baglanan kanalikular
sistem ve alfa graniil membranlarimdaki GP-IIb-11Ia kompleksinin translokasyonu nedeni ile
GP-IIb-11Ia kompleks ekspresyonu artarken diger taraftan kanalikiiler sisteme sekestrasyonu

nedeni ile GP-Ib ekspresyonunda azalma olmaktadir (107).

Tiim bu yontemler, trombosit aktivasyonundaki kiiclik degisikliklerin duyarli birer
gostergesidirler ve bu nedenle in vifro kosullarda trombosit aktivasyonun gosterilmesi

amaciyla yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir.

26



3.GEREC VE YONTEM

3.1.CALISMA GRUBU

Bu c¢alisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Bilim Dali ve ¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali polikliniklerine basvuran ve yaslar1 26 ile 61 (ortanca 44)
arasinda degisen 18 hipertiroidi (8 Graves ve 7 multinodiiler guatr, 3 toksik adenom) ve 7
hipotiroidi tanis1 almis hastalar iizerinde yapildi. Yas ve cinsiyet uyumlu 10 saglikli birey
kontrol grubu olarak kullanildi. Hastalarin hi¢cbirinde kanama anamnezi, ailede kanamali
hastalik, splenektomi Oykiisi ve son 10 giin icinde aspirin ve NSAI (non-steroid
antiinflamatuar) ilag gibi trombosit fonksiyonlarmi etkileyecek ila¢ kullanimi dykiisii yoktu.
Hipertroidili hastalara 300-600 mg/giin dozda propiltioiirasil, hipotroidili hastalara 0,25
pg/giin dozda L-Tiroksin PO hastalar 6troid oluncaya kadar doz ayarlamasi ile uygulandu.
Hipertroidili hastalara antitiroid tedavi siiresince beta blokor tedavi verilmedi. Hastalardan
tedavi oncesi ve tedavi ile 6tiroid hale geldikten sonra kan 6rnekleri genis ¢apli 6zel igne ile
staz yapmaksizin,dn kol iizerinde uygun ¢apta bir vene girilerek alind1. ilk 2mL kan 6rnegi
EDTA igeren tiiplere alinarak otomatik tam kan sayim1 i¢in kullanildi. Daha sonraki 6rnekler
trombosit agregasyon ve aktivasyon calismalarinda kullanilmak {izere % 3,8 oraninda
sodyum sitrat iceren ( 1mL sitrat 9 mL kan 6rnegi) tiiplere alindi. Tiim calismalar kan

orneklerinin alinmasindan sonra en gec¢ 2 saat icerisinde gergeklestirildi.

3.2.TAM KAN SAYIMI
Tam kan sayimi Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda bulunan
Cell-dyne 3700, Abbott otomatik tam kan sayim cihazi kullanilarak c¢iftli calisma ilkeleri ile

yapild1.
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3.3.TIROID FONKiYON TESTLERI
Tiroid fonksiyon testleri chemiluminescence immunoassay (ACS:180 Chiron

Diagnostics) yontemi ile ol¢iildii.

3.4.AGREGASYON CALISMALARI

Trombositlerin agonistlere karsi agregasyon yanitlarmin degerlendirilmesinde
Akdeniz  Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali Ozel Hematoloji
Laboratuvari’nda bulunan tam kan yontemiyle ¢alisan impedans agregometresi (Chrono-Log
Whole Blood ImpedanceAggregometer, model 550, Chrono-Log Havertown,PA,U:S:A)

kullanildz.

Trombositlerin ~ agonistlere  (Chrono-Log,Havertown,PA;U.S.A) kars1 olan
agregasyon yanitlarini degerlendirilmesi amaciyla ADP 10 pmol /L, kollajen 2 umol/L ve

ristosetin 10pumol/L ‘lik final konsantrasyonlarinda kullanildi.

Agregasyon yanitlar1 agagida belirten sekilde degerlendirildi:
1.Dakikalik maksimum agregasyon hizi (ohm/dakika)
i.Agonistin eklenmesinden sonra 3. ve 6. dakikalardaki maksimum agregasyon diizeyi
(ohm)

1i1. Agonistin eklenmesinden sonra izlenen maksimum agregasyon diizeyi (ohm)

3.5.MONOKLONAL ANTiKORLAR

Akis sitometresi ile yapilan 6l¢limlerde incelenen partikiillerin trombosit olduklarinin

gosterilmesi amaciyla insan trombosit glikoprotein (GP)-Illa (CD61) antijenine karsi
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gelistirilmis olan floresan ile direk olarak bagli mouse monoklonal antikor (anti-CD61-FITC,

Immunotech) kullanild1.

Aktive trombositlerin saptanmasi amaciyla insan trombosit CD-62 (p-selektin)
antijenine kars1 gelistirilmis olan floresan direk olarak bagli mouse monoklonal antikor (anti-

CD62 PE Immunotech) kullanild1.

3.6.AKIS SITOMETRIK ANALIZ

Trombosit aktivasyon analizleri Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dali Ozel Hematoloji Laboratuvarinda bulunan akis sitometresi (Epics XL-MCL, Coulter

Electronics INC., FL, USA) kullanilarak ger¢eklestirildi.

Akis sitometresi ile yapilacak analizler i¢cin tam kan yOntemi kullanildi. Kan
ornekleri, hastalardan ve es zamanli kontrol grubundan alinmasmi takiben en ge¢ 10
dakikalik siire i¢cinde laboratuvara ulastirildi ve 5 pL kan 6rnegi, SOuL. Hepes-buftered saline
(HPS) (0,145 mol/L NaCl, 5x10 ~ mol/L KCL, 1x10° molL MgSO4, 0,01 mol/L Hepes,
pH 7,4) ve 5 uL monoklonal antikor (anti-CD61-FITC veya anti-CD62-PE veya negatif
izotipik kontrol) igeren tiiplere konuldu. Orneklerin 20 dakika siire ile karanlik bir ortamda
ve oda sicakliginda inkiibasyonunu takiben 0,5 mL %?2’lik formyl saline (%0,9 NaCl i¢inde
formaldehyde) konularak trombositler dilue ve fikse edildi. En ge¢ 2 saat icinde akis

sitometresi ile dl¢limler yapildi.

Akis sitometresi 15 mikron ¢apindaki boncuklar (Immunocheck, Coulter Electronics,
Inc., FL, USA) ile kalibre edildikten sonra tam kan yontemi ile hazirlanan 6rnekler cihaza

verildi. Parcalanmis hiicre artiklar1 ve elektronik kirlilik 6n sa¢inin (forward scatter)
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iizerinde ayarlama yapilarak uzaklastirildi. Oncelikle trombositler biiyiikliik ve
graniileritelerine gore hiicrelerin dagilimlarin1 gosteren 6n (forward) ve 90 derecelik yan
sacinim (right-angle light scutter) histogrami kullanilarak, eritrosit ve 16kositlerden ayrildi ve
trombositler ile ilgili analizler belirlenen bu bdlge iizerinde gergeklestirildi. Analiz
bolgesindeki partikiillerin en az %98’inin CD61 tasidig1 gosterildi (CD61 pozitif partikiil
ylizdesi). Aktive trombosit oranmnin saptanmasi i¢in analiz bdlgesindeki partikiillerden
negatif izotipik kontroliin floresansindan daha yogun antiCD62-PE floresans gdsterenlerin
total partikiil igerisindeki yiizdesi (CD62 pozitif trombosit ylizdesi) saptandi.

CD62 floresans yogunlugu, yani trombosit bagina diisen ortalama CD62 molekiil miktarmin

gostergesi olarak ortalama kanal numarasi (mean channel number) kullanilda.

3.7.ISTATISTIK

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi (SPSS for Windows, Version
10.0, SPSS inch., IL, USA) kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar aras1 ve tedavi dncesi ve
sonras1 farkliliklarin analizinde non-parametrik “Mann Whitney —U testi” ve “Wilcoxon'’s
signe- rank test” ve korelasyonlar i¢in “Spearman’s rank correlation coefficients”
kullanildi. 0.05 den kiiciik “p” degerleri anlamli olarak kabul edildi. Metin igersisinde, tablo

ve sekillerdeki degerler ortalama (SD) ve ortanca (min-max) (minimum-maksimum) olarak

verildi.
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4.SONUCLAR

1. Yas, cinsivet, bevaz Kkiire ve trombosit savisi ve ortalama trombosit voliimii

acisindan degerlendirme:

a. Kontrol grubu ile hipo ve hipertroidili hastalarin ilk tan1 anindaki parametreleri acisindan

anlaml bir fark saptanamadi (Tablo 7-8).

b. Hastalarin tedavi 6ncesi ve 6troid duruma geldikten sonra bakilan parametreleri arasinda

anlaml fark saptanamadi (Tablo 7-8).

2. Serbest T3 (sT3). serbest T4 (sT4) ve TSH diizevyleri acisindan degerlendirme:

a. Hipertroidili hastalarda tedavi oncesi sT3 ve sT4 degerleri saglikli kontrol grubundan
anlaml olarak yiiksek (p<0,0001), TSH diizeyi ise diisiik (p<0,0001) bulundu (Tablo 9).
b. Hipotroidili hastalarda tedavi oncesi sT3 ve sT4 degerleri saglikli kontrol grubundan
anlamli olarak diisiik (p<0,0001), TSH diizeyi ise yiiksek (p<0,0001) bulundu (Tablo 9).
c. Hasta grubunda tedavi oncesi ve Otroid duruma geldikten sonra dl¢iilen tiroid hormon

diizeyleri arasinda da anlamli fark gézlendi (Tablo 9).

3. Agregasyon vanitlar acisindan degerlendirme:

a. Kontrol grubu ile hastalarin tedavi oncesi ADP, kollagen ve ristosetine verdikleri
agregasyon yanitlar1 acisindan anlamli bir fark saptanamadi (p>0,05) (Tablo 10-a ve 10-b).
b. Hipertiroidili hastalarda tedavi Oncesi ve antitiroid tedavi sonrast Otroid durumda
agregasyon yanitlar1 agisindan anlamli fark saptanamadi (p>0,05) (Tablo 10-a ve 10-b).

c. Hipotiroidili hastalarda tedavi 6ncesi ve tiroid replasman tedavisi sonrasi 6tiroid durumda

agregasyon yanitlar1 acisindan anlamli fark saptanamadi (p>0,05) (Tablo 10-a ve 10-b).
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4. Trombosit aktivasyonu acisindan degerlendirme:

a. Kontrol grubu ile hastalarin tedavi 6ncesi CD62 yiizdeleri ve hiicre basma diisen CD62
yogunlugu (ortalama kanal numarasi) agisindan anlamli bir fark saptanamadi (p>0,05)
(Tablo 11)

b. Hipertiroidili hastalarda tedavi dncesi ve antitroid tedavi sonrasi 6troid durumda CD62
ylizdeleri ve hiicre basmna diisen CD62 yogunlugu (ortalama kanal numarasi) agisindan
anlaml fark saptanamadi (p>0,05) (Tablo 11).

c. Hipotiroidili hastalarda tedavi 6ncesi ve troid replasman tedavisi sonrasi 6troid durumda
CD62 vyiizdeleri ve hiicre basina diisen CD62 yogunlugu (ortalama kanal numarasi)
acisindan anlamli fark saptanamadi (p>0,05) (Tablo 11).

d. Hipertiroidili hastalarda ilk tan1 aninda serbest T3 diizeyi ile hiicre basina diisen CD62

molekiil yogunlugu arasinda anlamli pozitif korelasyon saptandi (p<0.05).

5. Anti-fosfolipid antikor ve anti-trombosit antikor acisindan degerlendirme:

Hasta ve kontrol gruplar1 anti-fosfolipid antikor (APA) ve anti-trombosit antikor
(ATA) pozitiflikleri agisindan da arastirilmis olup hiper ve hipotroidili birer hastada APA;
hipertroidili iki, hipotroidili bir hastada ise ATA pozitif olarak bulunmustur. Kontrol

grubunda ise her iki antikor pozitiflik saptanmamuistir.
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Tablo 7:Hasta ve kontrol grubunun demografik ozellikleri

Hipertiroid Hipotiroid Kontrol p
Ortalama (SD) Ortalama(SD) Ortalama (SD)
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) Ortanca [min-max)
Yas 45 19 46 16 43 £11 >0,05
45 (26-61) 47 (15-70) 43 (16-61)
Cinsiyet K |16 5 12
E 2 7 2
K: kadmn
E: erkek
Tablo 8:Kontrol grubu ile hasta grubunun tedavi oncesi ve tedavi ile otiroid olduktan
sonra ki beyaz kiire ve trombosit sayilar
Hipertiroid Hipotiroid Kontrol p
Ortalama (£SD) Ortalama (£SD) Ortalama(£SD)
Ortanca (min-max) | Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
Beyaz kiire TO [7,0+1,9 7,0 +1,4 7,8 1,4 >0,05
sayisi(10°/L) 7,2(5,0-10,6) 6.5 (4,0-11,0) 8,1 (5,1-9,6)
TS |8,0£1,2 7,614
8,4(6,0-10,5) 7,5(7,5-9,6)
p >0,05 >0,05
Trombosit TO |277 +68 229+41 256 +67 >0,05
Sayist (10°/L) 283 (156-429) 225 (176-302) 243 (192-384)
TS |264 161 252 +61
265 (179-353) 252 (214-291)
p >0,05 >0,05
MPV TO {9,28+0,68 9,60 +1,61 9,36 +0,96 >0,05
9,21 (8,24-10,6) 9,44 (7,44-12,8) 9,53 (7,8-11,25)
TS 9,18 £0,62 9,25 10,76
9,28 (7,75-9,92) 9,29 (7,83-10,26)
p >0,05 >0,05

TO: tedavi dncesi
TS: tedavi sonrasi
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Tablo 9:Kontrol ve hasta grubunun tedavi 6ncesi ve tedavi ile otiroid olduktan sonra ki
tiroid hormon diizeyleri

Hipertiroid Hipotiroid Kontrol p
Ortalama (SD) Ortalama (SD) Ortalama (SD)
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
sT3 (pg/l) | TO  |9,74 +5,34 1,99 £0,69 3,33 0,77 <0,001
7,82 (4,46-25,0) | 1,8 (1,15-3,17)  |3,11(2,84-5,91)
TS 2,77 £0,38 2,59 +0,51
2,80 (2,27-3,4) 2,73 (1,63-3,1)
p <0,001 <0,001
sT4 (ng/dL) |TO 9,31 +12,41 0,79 +0,34 1,43 +0,19 <0,001
3,46 (1,39-35,2) | 0,64 (0,35-1,42) | 1,00 (0,61-2,77)
TS 1,28 +0,49 1,58 +0,68
1,35 (0,35-1,8) 1,29 (0,98-2,94)
p <0,001 <0,001
TSH TO [0,05+0,10 45,5 £72,06 1,15 +0,63 <0,001
(nu/mL) 0,01 (0,01-0,3) 11,29 (7,94-57,93) | 1,00 (0,61-2,2)
TS 2,06 +1,41 2,08 £1,63
1,56 (0,5-5,18) 1,65 (0,5-5,27)
p <0,001 <0,001

TO:Tedavi 6ncesi
TS:Tedavi sonrasi
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Tablo 10-a:Kontrol ve hasta grubunun tedavi dncesi ve tedavi ile otiroid olduktan

sonra ki agregasyon yanitlar acisindan degerlendirme

Hipertiroid Hipotiroid Kontrol P
Ortalama (SD) Ortalama (SD) Ortalama (SD)
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
MAH | Kollajen Tedavi |6,5+3,2 7,1£4,0 6,0+£2,4 >0,05
ohm/dk oncesi | 6,0 (1,5-12,5) 6,5(3,0-13,5) 6,2 (2,0-10,0)
Tedavi |8,2+£3,3 8,042
sonrast | 8,5 (4,5-12,5) 9,0 (1,0-14,0)
p >0,05 >0,05
Ristosetin Tedavi | 10,8 8,6 6,5+5,3 9,0+5,0 >0,05
oncesi | 6,5 (3-28,5) 5(1,5-17,5) 7,5(3,0-18,0)
Tedavi |15,0+10,90 11,5+11,33
sonrast | 11 (3-28,5) 9,2 (2-33,5)
p >0,05 >0,05
ADP Tedavi |6,2+4,9 3,6 £1,37 5,2+3,6 >0,05
oncesi | 6,0 (2,0-8,5) 3,7(2,0-5,0) 4,0(2,5-16,0)
Tedavi |8,5+3,6 7,8+5,2
sonrast | 7,5 (2,5-14,5) 6,5(1,0-17,5)
p >0,05 >0,05
MAD | Kollajen Tedavi | 18,6+6,7 18,0 +4,7 19,5+4,6 >0,05
Ohm oncesi 18,0(8,0-34,0) 18,0 (10,5-22,5) |20,5(9,5-24,0)
Tedavi |20,2+5,9 21,9 +8,5
sonrast | 20,0 (3,0-28,5) 25,0 (5,0-32,0)
p >0,05 >0,05
Ristosetin Tedavi | 18,8 +6,9 13,21 £8,69 19,6+5,5 >0,05
oncesi 18,0 (8,0-27,0) 12,0 (4,0-26,5) 17,0(12,0-28,0)
Tedavi |20,6+8,4 17,6 £9,5
sonrast | 17,0 (6,5-35) 15,7 (9,0-32,5)
p >0,05 >0,05
ADP Tedavi |15,14+6,9 12,5 £6,7 16,6+5,3 >0,05
oncesi 13,7 (4,0-17,5) 13,0 (4,0-20,0) 16,0(10,0-30,0)
Tedavi |21,0+£5,7 18,2 9,1
sonrast | 20,0 (13,0-30,0) |14,0(8,0-32,0)
p >0,05 >0,05

TO:Tedavi 6ncesi
TS:Tedavi sonrasi
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Tablo 10-b:Kontrol ve hasta grubunun tedavi oncesi ve tedavi ile otiroid olduktan

sonra ki agregasyon yanitlar acisindan degerlendirme

Hipertiroid Hipotiroid Kontrol p
Ortalama (SD) Ortalama (SD) Ortalama (SD)
Ortanca(min-max) Ortanca (min-max Ortanca (min-max
3.dak |Kollajen Tedavi |12,9+6,6 11,6 +4,3 13,3+4.4 >0,05
AD oncesi 12,0 (1,0-26,0) 10,5 (6,0-17,5) 15,5(10,0-17,5)
Ohm Tedavi |16,35+£3,91 17,07 £8,18
sonrast | 17 (11-22,5 18 (1-26)
p >0,05 >0,05
Ristosetin Tedavi | 15,1 £6,0 15,1 £6,0 14,8+5,2 >0,05
oncesi 14,5 (8,0-30,5) 11,0 (4,0-26,0) 14,8(8,0-22,0)
Tedavi | 16,6+7,0 13,8 £10,15
sonras1 | 15,2 (5,0-22,5) 12,0 (3,0-32,0)
p >0,05 >(0,05
ADP Tedavi | 11,3 6,0 7,6 £3,3 10,543,7 >0,05
oncesi 10,5 (3,0-22,5) 7,7 (3,5-11,5) 9,5(6,0-18,0)
Tedavi | 15,2 +4,5 14,6 £8.9
sonrast | 15,5 (6,5-22,5) 10,5 (2,0-26,0)
p >0,05 >0,05
6.dak | Kollajen Tedavi | 17,0+6,5 16,8+4,6 17,9+4,5 >0,05
AD oncesi 17,0 (5,5-26,0) 17,0 (10,0-21,5) | 19,7(8,5-22,5)
Ohm Tedavi |20,0 +4,3 21,1 49,0
sonrast | 19,5 (11,0-26,5) |23,5(3,0-31,0)
p >0,05 >0,05
Ristosetin Tedavi | 17,8 6,2 13,1+8,6 18,3+5,5 >0,05
oncesi 17,5 (8,0-33,5) 12,0 (4,0-26,5) 15,5(10,5-27,0)
Tedavi |19,4+7,9 16,8 £9,3
sonrast | 17,0(6,0-35,0) 14,7(9,5-32,5)
p >0,05 >0,05
ADP Tedavi |15,3+7,0 11,6+4,3 14,5+4,6 >0,05
oncesi 15,0(2,0-27,5) 12,0(4,0-18,5) 14,5(8,0-25,0)
Tedavi |19,5+5,2 17,64+10,1
sonrast | 19,0(10,0-30,5) | 12,5(5,0-31,0)
p >0,05 >0,05

TO:Tedavi 6ncesi
TS:Tedavi sonrasi
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Tablo 11: Kontrol ve hasta grubunun tedavi oncesi ve tedavi ile 6tiroid duruma

geldikten sonra ki CD 62 yiizdesi ve ortalama kanal numarasi

Hipertiroid Hipotiroid Kontrol P
Ortalama (SD) Ortalama (SD) Ortalama (SD)
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
CD62% TO |21+19 18 +16 4 +1 >0,05
14 (2-53) 13 (4-43) 4 (3-8)
TS 25 £25 22 26
20(2-74) 10 (1-67)
D >0,05 >0,05
CD62 MCN T0 7,21 £3,79 9,13 £5,20 10,56 £6,57 >0,05
5,80 (2,17-14,8) |7,9 (3,18-15,6) 7,27 (4,97-24,2)
TS 11,58 £9,01 8,44 £5,52
8,35 (2,52-28,2) | 7,02 (3,54-13,2)
D >0,05 >0,05

TO:Tedavi 6ncesi
TS:Tedavi sonrasi
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5.TARTISMA

Tiroid hastaliklarinin seyri sirasinda hemostatik sistemde degisikliklerin oldugu
bilinmektedir. Genelde izlenen degisikliklerin c¢ogunun kendini subklinik sekilde
gostermesine  ragmen, Onemli kanama veya tromboembolik olaylarla da
karsilasilabilmektedir (52). Ornegin, hipertiroidili hastalarda arteriyel tromboembolik olay
sikligt % 8-40 arasinda bildirilmekte, 0Ozellikle serebral tromboembolilere sik
rastlanmaktadir (2,3). Tiroid hastaliklarinda hemostatik sistemde izlenen degisikliklerin
patogenezini agiga ¢ikarmak iizere yapilan bir ¢ok calismada tiroid hormonlarinin eksiklik
veya fazlaliklarinin kalp ve dolasim sistemi {izerine etkileri incelenmistir (111,112).
Hemostatik sistemde yer alan koagiilan ve antikoagiilan proteinler, fibrinolitik ve
antifibrinolitik sistemler ile endotel fonksiyonlarinin degerlendirildigi caligmalarin sayisi ise
sinirhidir(5,30,31,34,37,38,52,53,113-118). Trombositlerin roliiniin arastirildigi ¢alismalarda
ise daha ¢ok hormonlarin trombosit sayilar1 ve voliimii lizerine yaptigi etkiler aragtirilmigtir.
Trombosit fonksiyonlarini saptamaya yonelik yapilan caligmalarin sayisi son derece az olup

celiskili sonuclar bildirilmistir(6-9,13-15,19-22,24,25).

Bizim yaptigimiz ¢aligmada trombosit fonksiyonlar1 hipertiroidili ve hipotiroidili
hastalarda 1ki farkli yontem olan impedans agregometresi ve akis sitometresi ile

degerlendirilmis ve saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

Trombosit agregasyon c¢alismalar1  glinlimiizde trombosit fonksiyonlarmin
degerlendirilmesinde kullanilan en duyarli in vitro testlerden biridir. Bu caligmalar
agregometre adi verilen cihazlar ile yapilmaktadir. Bu cihazlarin iki farkli sistemle ¢alisan
tipt bulunmaktadir. Optik sistemle c¢alisan agregometrelerde trombositten zengin plazma

kullanilirken, impedans agregometrelerinde ise tam kan kullanilmaktadir. Yaptigimiz bu
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calismada agregasyon testlerinde hipertiroidili, hipotiroidili hastalar ve saglikli kontrol grubu
arasinda agregasyon yanitlar1 acisindan fark bulunamazken, hastalar o6tiroild duruma
geldikten sonra yapilan agregasyon testlerinde de anlamli degisiklik saptanmamustir.
Literatiirde yer alan ¢ok az sayidaki calismada ise hem hipertiroidi hem de hipotiroidili
kisilerde agregasyon yanitlarmin arttigi, azaldigr veya degismedigi yoniinde celigkili
sonuglar yer almaktadir(10,12,119). Tim bu ¢eliskili sonuclarin nedeni kullanilan
agregasyon yontemlerinin farkli ve standart olmayisindan kaynaklaniyor olabilir. Diger
calismalarda agregasyon testleri optik sistemle yapilmistir. Bizim ¢alismamizda ise optik
yonteme gore bazi ustlinliikler1 bulunan tam kan yOnteminin kullanildigi impedans
agregometresi kullanilmistir. Impedans agregometresi ile yapilan dlgiimler i¢in trombositten
zengin ve fakir plazma hazirlanmasina gerek olmadigindan kan Ornegine trombosit
aktivasyonuna yol agarak agregasyon yanitlarmi etkileyebilecek olan santrifligasyon gibi
islemler uygulanmamaktadir. Ayrica trombositler kendi dogal ortamlar1 i¢inde incelendikleri
icin, trombosit fonksiyonlarinda etkili olabilecek bir ¢ok labil faktér ve diger hiicreler
ortamdan uzaklastirilmamaktadir. Testlerin degerlendirilmesinde optik sistem kullanilmadigi
icin lipemik, trombositopenik veya dev trombositleri olan hastalarda da impedans

agregometresi giivenle uygulanabilmektedir.

Tiroid hastaliklarinin seyri sirasinda trombosit aktivasyonunun degerlendirildigi
Ingilizce literatiirde yaymlanmis bir calisma bulunmamaktadir. Otoimmiin tiroid
hastaliklarinda tiroid dokusu ve endotel yiizeyinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunun
incelendigi az sayida calisma yaymlanmistir (41,120-123). Hara ve ark.(41) tarafindan
yapilan bir ¢calismada Grave’s Hastalig1 olan hastalarda plazmada solubl p-selektin diizeyine
bakilmistir. Bu calismada plazma solubl p-selektin diizeylerinin hasta grubunda saglikli
kontrollere gore yliksek oldugu, anti-tiroid tedavi verilmesi ile hastalar 6tiroid hale geldikten

yaklasik 6 ay sonra p-selektin diizeylerinin normale dondiigii gosterilmistir (41). Plazma p-
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selektin diizeyleri ile serbest tiroid hormon diizeyleri arasinda bir korelasyon
saptanamamistir. Bizim yaptigimiz calismada trombosit aktivasyonunun hassas bir
gostergesi olan trombosit yiizeyinde eksprese olan p-selektin (CD62) molekiil yiizdesi ve her
bir trombosit bagina diisen molekiil sayismin indirekt bir géstergesi olan CD62 yogunlugu
(ortalama kanal numarasi) akis sitometresi ile arastirilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda
ve hastalar Otiroid duruma geldikten sonra yapilan Olglimlerde anlamli bir fark
saptanamazken, hipertiroidili hastalarda ilk tan1 aninda bakilan serbest T3 diizeyi ile
trombosit ylizeyinde eksprese olan p-selektin yogunlugu arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir (p<0,05). Bu durum tiroid hormon fazlaliginin trombosit aktivasyonuna yol
actigini destekleyen bir bulgudur, ancak CD62 tasiyan hiicre ylizdesinde artis olmamasi ve
sagliklt kontroller ile hasta grubu arasinda anlamli fark bulunmamasi nedeni ile trombosit

aktivasyonunun daha ¢ok subklinik diizeyde oldugunu diisiindiirmektedir.

Trombosit ylizeyinde eksprese edilen CD62 molekiilii aktivasyondan sonra kisa bir
siire hiicre yiizeyinde izlenmekte, ayn1 zamanda aktive olan trombositler monosit ve
notrofillere yapisabilmektedir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda hastalar ile kontrol grubu
arasinda CD62 ekspresyonu yoniinden farklilik olmamasi, aktive trombositlerin akis
sitometresinde Ol¢iim alani i¢ine alimamamis olmasindan da kaynaklanabilir. Bu olasiligin
degerlendirilebilmesi i¢in notrofil/monosit-trombosit komplekslerinin ve plazma soluble p-

selektin diizeyinin degerlendirildigi ¢alismalarin yapilmasi yararl olabilir.

Beta-bloker tedavisinin degisik hasta gruplarinda ve saglikli kisilerde trombosit
agregasyonu ve aktivasyonu tizerine farkl etkilerinin oldugu bazi caligmalarda gosterilmistir
(8,124-127). Calismamizda beta-bloker tedavisinin olasi etkilerini onleyebilmek i¢in beta-
bloker tedavisi kullanmas1 gereken hipertiroidili hastalar ¢alismaya alinmamistir. Trombosit

agregasyonlarinin degerlendirildigi diger caligmalarda beta-bloker tedavisi alan hastalar
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oldugu i¢in literatiirde izlenen c¢eligkili sonuglardan beta-bloker kullanimi sorumlu olabilir.

Calismamizda yer alan hasta ve kontrol gruplar1 anti-fosfolipid antikor (APA) ve
anti-trombosit antikor (ATA) pozitiflikleri acgisindan da arastirilmis olup hiper ve
hipotiroidili birer hastada APA; hipertiroidili iki, hipotiroidili bir hastada ise ATA pozitif
olarak bulunmustur. Kontrol grubunda her iki antikor yoniinden pozitiflik olmamasina karsin
bu antikorlarin hemostatik sistem tiizerinde etkileri yoniinden yorum yapabilmek i¢in olgu

sayilarmin yetersiz oldugu aciktir.

Yaptigimiz bu ¢alismada trombosit aktivasyonu ve trombositlerin agonistlere karsi
gosterdikleri agregasyon yanitlar1 hassas testler olan impedans agregometresi ve akis
sitometrisi ile Ol¢lilmiis, hasta gruplar1 ile kontroller arasinda anlamh farkhilik
saptanamamistir. Bu durum hipertiroidi ve hipotiroidili hastalarda hemostatik sistemde
izlenen tromboemboli yada kanamaya yatkinlik gibi durumlardan trombositlerin 6n planda
sorumlu olmadiklarimi diisiindiirmektedir. Tiroid hastaliklarinda izlenen hemostatik sistem
degisikliklerinden daha ¢ok tiroid hormonlarmin eksiklik veya fazlaliklarmin koagiilasyon —
fibrinolitik sistem ve/veya endotel lizerinde yaptigi direkt yada indirekt etkiler sorumlu
olabilir. Ayrica ozellikle otoimmiin kokenli tiroid hastaliklarinda koagiilasyon sistemi,
trombositler ve/veya endotel ile etkilesebilen otoantikorlarin da sorumlu olabilecegi akilda

tutulmalidir.
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6.0ZET

Tiroid hastaliklarmin seyri sirasinda hemostatik sistemde c¢esitli degisikliklerin
oldugu bilinmektedir. Bunlar kendini subklinik laboratuar bulgulardan klinik agcidan 6nemli
olabilecek bozukluklara kadar degisen genis bir yelpazede gostermekte hatta Onemli
tromboembolik olaylar veya kanamalar izlenebilmektedir. Genel olarak hipotiroidili
hastalarda kanamaya yatkinlik, hipertiroidili hastalarda ise tromboembolik olay sikliginda
artiy oldugu bilinmektedir. Tiroid hastaliklarinda izlenen bu tiir koagiilopatilerin
olusumundan tiroid hormonlarimin eksiklik veya fazlaliklarinin trombositlerin, koagiilasyon
faktorlerinin iiretim, sentez ve fonksiyonlar: ile kan akiskanliginin degismesi gibi cesitli
parametreler lizerinde olusturdugu direkt yada indirekt etkiler sorumlu tutulmaktadir. Tiroid
hastaliklarinda hemostatik sistemde izlenen degisikliklerin patogenezinde trombositlerin
yerini  belirlemeye yonelik yapilan c¢alismalarin  sayist1  smirlidir.  Trombositlerin
fonksiyonlarmin degerlendirildigi caligmalarda ise ¢eliskili sonuglar izlenmektedir.

Bu calisma yagslar1 26 ile 61 (ortanca 44) arasinda degisen 18 hipertiroidi (8 Graves
ve 7 multinodiiler guatr, 3 toksik adenom) ve 7 hipotiroidi tanis1 almis hastalar {izerinde
yapildi. Yas ve cinsiyet uyumlu 10 saghkli birey kontrol grubu olarak kullanildi.
Hipertiroidili hastalara tan1 konduktan sonra 300-600mg/giin dozda propiltiotiirasil (PTU),
hipotiroidili hastalara 25 pg/giin dozda L-Tiroksin PO ile baslandi. Hastalar 6tiroid oluncaya
kadar hastanin klinik ve laboratuvar sonuglarina goére doz titrasyonu ile doz ayarlamasi
yapildi. Hastalardan tedavi oncesi ve tedavi ile 6tiroid hale geldikten sonra kan ornekleri
alindi. Trombositlerin agonistlere karsi1 agregasyon yanitlarmin degerlendirilmesinde tam
kan yontemiyle ¢alisan impedans agregometresi kullanildi. Aktive trombositlerin saptanmasi
amaciyla insan trombosit CD-62 (p-selektin) antijenine karsi gelistirilmis olan anti CD62
FITC direk olarak bagli mouse monoklonal antikor kullanildi. Trombosit basma diisen

ortalama CD62 molekiil miktarinin indirekt gostergesi olarak ortalama kanal numarasi
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(mean channel number) kullanildi. Yaptigimiz bu ¢alismada agregasyon testlerinde
hipertiroidili, hipotiroidili hastalar ve saglikli kontrol grubu arasinda agregasyon yanitlar1
acisindan fark bulunamazken, hastalar 6tiroid duruma geldikten sonra yapilan agregasyon
testlerinde de anlaml1 degisiklik saptanmamaistir. Benzer sekilde trombosit p-selektin (CD62)
molekiil yiizdesi ve CD62 yogunlugu (ortalama kanal numarasi) acisindan da anlamli bir
fark saptanamazken, hipertiroidili hastalarda serbest T3 diizeyi ile trombosit yiizeyinde
eksprese olan p-selektin yogunlugu arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (p<0,05). Bu
durum hipertiroidi ve hipotiroidili hastalarda hemostatik sistemde izlenen tromboemboli
yada kanamaya yatkinlik gibi durumlardan trombositlerin 6n planda sorumlu olmadiklarini
diistindiirmektedir. Tiroid hastaliklarinda izlenen hemostatik sistem degisikliklerinden daha
cok tiroid hormonlarinin eksiklik veya fazlaliklarinin koagiilasyon — fibrinolitik sistem

ve/veya endotel iizerinde yaptig1 direkt yada indirekt etkiler sorumlu olabilir.
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