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OZET

Karakus, S., PFA-100° cihazi ile in vitro kanama zamam &lgiimiiniin
trombosit fonksiyon bozukiugu ve von Willebrand hastaligimin
saptanmasinda bir tarama testi olarak kullaniimasi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, ig Hastaliklari, Hematoloji Unitesi tezi.
Ankara, 2001. Template kanama zamani dasik duyarlihg: ve bazi 6nemli
dezavantajlarina ragmen, trombosit fonksiyon bozuklukiarinin
degerlendiriimesinde bir tarama testi olarak hala kullaniimaktadir. Platelet
Function Analyzer (PFA-100%, Dade Behring, Marburg, Germany) sitrath kani
yiksek akigkanlik gerilimi altinda kollajen ile ADP (CADP) ve kollajen ile
epinefrin (CEPI) kapli membranin ortasindaki 150um’lik delikten aspire
ederek primer hemostaz) taklit etmektedir. Kapiller sistemden gecen
trombositler aktive olmakta ve deligi tikamaktadirlar. Cihaz deligin tamamen
kapanmasina kadar gegén sireyi ttkanma zamani (in vitro kanama zamani,
IKZ) olarak kayit etmektedir. Bu ¢alismada PFA-100° ile trombosit fonksiyon
paneli (TFP, trombosit agregasyon testleri ve von Willebrand faktér antijen
ve aktivitesi) arasindaki korelasyonu arastirmayi ve IKZ'min trombosit
fonksiyon bozukluklari ve von Willebrand hastahiginin (vWH) taranmasindaki
olasi roliinin degerlendiriimesi amaglandi. Kanama diyatezi siphesiyle
bagvuran 185 kisi ve 164 normal kontrol grubu c¢alismaya alindi. Tum
hastalarda IKZ'1 ve TFP'i ¢aligildi. Normal kontrol grubunda iKZ'nin normal
sinirlan CEPI icin 88-199 saniye, CADP icin 58-144 saniye olarak belirlendi.
PFA'nin duyarliik ve 6zgulluga %88.4 ve %85.5 iken, pozitif ve negatif
kestirim degerleri %83.1 ve %90.4 idi. Saglikl kan bankasi kontrollerinde
CADP ile hem RCoF aktivitesi hemde vVWF:Ag dizeyleri arasinda negatif
ybnde iyi bir korelasyon bulundu (p=0.001, r=-0.33; p=0.001, r=-0.35). Kan
grubu O olan kan bankast kontrollerinde VWF:Ag dizeyleri ile RCoF
aktiviteleri O-digi kontrollere gére daha dusiik bulundu (p=0.001, p=0.001).
Sonug olarak, PFA-100®'iin trombosit fonksiyon bozukluklari ve vWHnin
saptanmasinda bir tarama testi olarak kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Platelet Function Analyzer, kanama bozukluklari, ABO

kan gruplart



ABSTRACT

Karakus S., Use of in vitro bleeding time measurement with PFA-100°
as a screening test for platelet function disorders and von Willebrand
disease. Hacettepe University Faculty of Medicine, Internal Medicine,
Thesis in Hematology Department, Ankara 2001. Template bleeding time
(TBT), is still used as a screening test for evaluation of platelet function
disorders, in spite of its low sensitivity and several significant disadventages.
Platelet Function Analyzer (PFA-100°, Dade Behring, Marburg, Germany)
simulates primary hemostasis by aspirating citrated whole blood through a
150um aperture with a high shear stress. Platelets passing through the
capillary system are activated and occlude the aperture. The instrument
measures the time from the start of the test until the aperture is completely
occluded and reports the closure time (CT). CT is also named as in vitro
bleeding time (IBT). In this study we aimed to determine the correlation of
PFA-100° and platelet function pane! (platelet aggregation studies and von
Willebrand factor antigen and activity) and to asses IBT's possible role in the
screening of platelet function disorders and von Willebrand Disease (VWD).
One hundred eighty five patients referred for a suspicion of bleeding disorder
and one hundred sixty four normal control group were involved in the study.
IBT and platelet function panel were studied in all patients. Normal ranges of
IBT in normal controls were 88-199 seconds for CEPI and 58-144 seconds
for CADP. Sensitivity and specificity of PFA were 88.4% and 85.5%. Positive
and negative predictive values of PFA-100° results were 83.1% and 90.4%.
CADP IBT was found inversely correlated with both RCof activity and
VWF:Ag levels in healthy blood donors (p=0.001, r=-0.33; p=0.001, r=-0.35
respectively). We found lower vWF:Ag levels and Rcof activities in healthy
blood donors with blood group O than non-O (p=0.001, p=0.001). As a result,
PFA-100 test can be used as a screening test for detection of platelet
function disorders and vWD.

Keywords: platelet function analyzer, bleeding disorders, ABO blood

groups.
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GIiRiS

Kanama bozukluklarina tanisal yaklagimda kanama zamam 6l¢imi klinikte
oldukca sik kullanilan bir tarama testidir. Template kanama zamam (TKZ)
duyarliig: dastik olmasinin yanisira, testi yapan kisiye olduk¢a bagimli olan,
travmatik bir testtir. Trombosit agregasyon g¢aligmalar ise trombosit
fonksiyon bozukiukiarini saptamada TKZ'na g6re ¢ok daha duyarli bir test
olmasina karsin, daha pahali, zaman alan, trombosit fonksiyonlarinin hizli bir
sekilde taranmasina uygun olmayan testlerdir. Ayrica trombositopenik
hastalardaki olasi kanama riski hakkinda bilgi vermezler.

Son zamanlarda Platelet Function Analyzer (PFA-100%) adi verilen ve
diger testlerdeki olumsuziuklar en aza indiren yeni bir cihaz geligtirilmigtir.
Cihazin test kartuglan hasar gérmiis damar duvarini taklit edecek sekilde
sitrath kan érneginin kondudu rezervuar ile ortasinda delik bulunan biyolojik
aktif membrandan olugmaktadir. Membran kollajen/ADP ve kollajen/epinefrin
ile kaphdir. Sitrath kan normal kapiller sistemdeki gibi 40 mbarlik bir
basingla delige dogru akar.Trombositler membran ile temas ettikleri zaman
aktive olarak agrege olmaya baslarlar. Sonunda agrege olan trombositler
membran igindeki kan dolagimini tikamakta ve bu tikanmanin ortaya ¢ikis
zamani in vitro kanama zamani olarak kayit edilmektedir. PFA-100® cihazinin
en sikk VWH't basta olmak {izere konjenital ve kazanimis kanama
bozukluklarinda, trombositlerin sayisal ve fonksiyonel bozukluklarinda
tarama testi olarak kullanimi daha énce aragtinilmistir (68,73,75). Diger
yandan normal kigilerde ABO kan gruplarinin PFA (zerine olan etkileri ile
PFA, VWF:Ag ve RCoF aktivite dlzeyleri arasinda korelasyon olup
olmadigini degerlendirdik. Bu galismada PFA-100® ‘Gn primer hemostaz
bozukluklaninin taranmasindaki yerinin ortaya konulmasi ve Unitemiz

sartlarinda optimal kullanim igin algoritma olusturulmasi amaglandi.



GENEL BILGILER

2.1. Trombositlerin Yapisi

Primer hemostazin gergeklesmesinde dnemli rol oynayan trombositler pihti
olusumuna katilip tiketilmediklerinde ortalama yagsam sireleri 7-10 ginddr.
Bu siirenin sonunda kan dolagimindan retikiiloendotelyal sistem tarafindan
temizlenirler. Trombositlerin diskoid yapisini stoplazma zan altinda
yerlesmis olan aktin iskeleti ve mikrotlibil kafesi olusturur (1). Mikrotibdl
kafes yapisinin etrafinda stoplazma organelden fakir olup, yalnizca plazma
membrani ve onun invajinasyonu sonucu olusan bir kanalcik sistemi
(surface-connected canalicular system, SCCS) mevcuttur. Stoplazmada a ve
yogun (=dense) graniiller, mitokondriler, peroxizomlar, lizozomlar, glikojen
granilleri, dense tiibaler sistem ve SCCS izlenir. Bir trombositin istirahat
sirasindaki yapist Sekil 2.1'de gdsterilmistir (2). Yogdun tiibuler sistemin
prostaglandin sentezinden sorumlu olabilecegi veya kalsiyum deposu olarak

rol oynamast muhtemel gérialmektedir.

Mikrotiibiille
Yogun Granil

SCCs

Peroksizor

Lizozom

Plazma membran

Sekil 2.1. Trombosit yapisinin sematik gérinimi (2)



2.2. Trombositlerin Fonksiyonlarn

Trombositler hemostazin diizenlenmesinde ve trombiis olugsumunda rol aian,
hasar gormiis vaskiler duvar yapisiyla, plazma proteinleriyle ve kan
dolagimindaki diger kan elemanlartyla devamili iletisim halindedir (3). Primer
hemostazin saglanmasinda trombositlerin fonksiyonlart sirayla gbézden

gegirilecektir.

Trombositlerin Adezyonu
Bir damar kesisi sonucu kanin subendotelyal dokuya temasi sonucunda
trombositler dier hicreler ve bazi proteinlere (immobilize vWF, kollajen,
laminin, fibronektin, trombospondin) yapisiriar ve buna adezyon adi verilir
(3,4). Adezyonu takiben trombositler subendotelyal matrix izerinde birgok
yeni reseptdr-substrat baglanmast ile siki bir gekilde yayilirlar. Kollajen,
adenozin difosfat (ADP), epinefrin, trombin gibi herhangi bir agonist
trombosit yizeyindeki ‘reseptérine yapistigi zaman hicrede belirgin
biyokimyasal degisikliklere neden olur ve trombositin sekli degiserek, diger
hicrelerle olan etkilegimleri uyarilir. Bu sekil degisikliji sonucu
trombositlerin birbirleriyle temas alanlarn artar. Trombosit sekil degisimi ve
aktivasyonu sonucunda GPIIb/illa reseptérinde konfiglirasyon degisikligi ile
ligand: olan fibrinojeni baglayarak kimelesirler (=agregasyon). Agregasyonu
takiben yogun ve o granillerinin igerikleri salgilanir (=sekresyon).

Trombosit yanitinin derecesi damar duvarindaki hasarin baytkluga ve
derinligine baghdir (Sekil 2.2). Eger sadece endotel kaybina neden olan bir
travma (=minér travma) s6z konusu ise trombositler bazal membrana
yapigirlar ve yayilirlar. Bu durumda sekresyon ve agregasyona neden
olmazlar (5). Ancak damar duvarindaki hasar ciddi ise, damar duvanndaki
daha derin katmanlarin trombositlerle temas! sonucunda adezyon,
sonrasinda sekresyon ve agregasyon ile birlikte yGzeylerinde koagilasyon
sisteminin aktivasyonu ile sonuglanir (6). Trombosit yanitlarindaki bu
farkliltklar damar duvarindaki hasar sonucu ortaya ¢ikan maddelerin

farkliligindan kaynaklanmaktadir (7). Ornegin, endote! hiicreleri tarafindan
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Sekil 2.2. Trombositlerin damar duvarina adezyonu. (A) endotel intakt iken
13-hode tarafindan adezyon O&nleniyor. (B) Sadece endotel hasar ile
trombositlerin bazal membrana az miktardaki adezyonlarin. (C) Daha
derindeki bazal membrana temaslan sonucunda adezyon oluyor; ancak
sekresyon gergeklesmiyor. (D) Damar duvaninda ciddi bir zedelenme
oldugunda trombositlerin hasarli bélgeye adezyonuyla birlikte sekresyon ve

agregasyonlari da gergeklesmektedir (9)

sentezlenen tip IV ve V kollajen endotelin hemen altinda bulunur ve
trombositlerin adezyonuna yol agarken, 6zel durumlarin diginda
agregasyona neden olmazlar. Oysa damar duvarinin daha derininde yer
alan diz kas hicreleri tip | ve il kollajen sentezlerler ve adezyonla birlikte
agregasyon ve sekresyonu da kolaylastiririar (6).

Trombositlerin adezyonu igin ylizeyindeki membran GPIb/IX reseptor
kompleksi ile subendoteliyal bolgedeki kollajen arasinda bir képrii gérevi
géren ve bir plazma proteini olan vWF’e gereksinim vardir (8). Yiksek kan
akim hizi VWF vel/veya trombosit GPlb'de sekil degdisikligine neden olup, GP
{Ib/llla’nin aktivasyonunu takiben vWF’in GPIb/IX’a badlanmasini kapsayan
mekanizma tarafindan trombositlerin agregasyonuna neden olmaktadir.
Trombositler farkli vaskiler yataklarda farkli akim hizlari olmasi nedeniyle

ven6z trombozdan ¢ok arteriyel trombozda daha énemlidir (10).



Endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen 13-hidroksioktadekadienoik
(13-HODE) asit trombosit adezyonu, agregasyonu ve tromboxan A;
Gretiminin gigld bir inhibitorudiir. Sentezlendikten sonra endotelin hemen
altina salinir ve trombositin adezyonunu inhibe eder ve bu da bazal
membranin baglangigta trombojenik olmadidini gdsterir (11). Kisinin yasi,
hematokrit degeri, kan akim hizi, damarin ¢apt, shear stress trombosit

adezyonunu etkileyen faktérlerdir (12).

Trombositlerin Agregasyonu
Trombositlerin agregasyonunun gerceklesmesi igin gerekli olan {g¢
komponent vardir:
e Trombosit agonistleri:
In vivo trombosit agonistleri trombin, tromboksan A, epinefrin, platelet
activating factor, vazopressin, ADP, kollajendir. Agonist ile uyarilan
trombositlerde diskoid yapidan sferik forma déndsim olur. Agregometre
cihazinda bu sirada turbiditede hafif bir artig kaydedilir. Agregasyon igin bu
dénisgam sart degildir. |
» Fibrinojen
Trombids olusumunda fibrinojen, fibrin olusturmasi ve trombosit
agregasyonunu desteklemesi ile katkida bulunur. GPlib/llla reseptérinin
latent durumdan, fibrinojen badlayacak aktif duruma gegmesi batin
agonistlerle olan trombosit aktivasyonunun ortak bir sonucudur. Ortamda
bulunan kalsiyum gibi divalan iyonlar uzaklastirildijinda fibrinojenin
trombositlere baglanamadigi gbzlenir. Sonug olarak agonistler fibrinojene ait
olan reseptorii inditklemekte ve fibrinojen ile GPIIb/llla'nin baglanabilmesi
icin kalsiyum iyonu gerekmektedir. Fibrinojen iki trombositin GPlib/ilia
reseptorleri arasinda koprii olusturarak agregasyonu saglamaktadir (13).
Fibrinojen ile GPlib/llla baglanmast baslangigta geriye dénigebilen bir
reaksiyondur. Uygun sartlarda fibrinojen ile GPIIb/llla arasindaki baglanma
stabilize olarak geriye doniigimsiz bir sekilde devam edip, kalici trombosit
agregasyonuna neden olur. GPllb/llia-fibrinojen kompleksinin trombosit

iskeletine baglanarak kalici agregasyonun saglandigim gésteren yayinlar



olsada tam mekanizmasi aydinlatlamamigtir (14). Trombositlerin
sekresyonunu uyaramayacak kadar disiik konsantrasyondaki ADP veya
epinefrin gibi agonistler kullanildijinda veya sekresyon bozuklugu olan
trombositlerle agregasyon incelendiginde ki¢lk bir agregasyon dalgasinin
olustugu; ancak agregasyonu amplifiye edecek o ve yogun grandl igerikleri
salinamadiindan trombositler fibrinojenden ayrilirlar (=disagregasyon).

e Divalan katyonlar

Agregasyonun gerceklesmesi igin milimol diizeyindeki konsantrasyonlarda
magnezyum ve kalsiyum iyonlarina ihtiyag vardir (15).

Trombositlerin Sekresyonu
Trombositlerin iginde farkli iki morfolojiye sahip vezikiller vardir; o granilleri
ve yodun graniiller. Bu grandllerin icinde trombosit fonksiyonlarini, vaskiiler
tonusu ve koagililasyonu saglayan maddeler bulunur (16,17). Trombosit
sekresyon GOrinleri meydana gelmis olan trombusun mekanik &zelliklerini
degigtirebilir; hicre adezyonunu, vaskiler hiicrelerin gogalmasini, pihtilagma
sistemini etkileyebilirler. Kollajen, trombin, epinefrin, tromboksan A, ve diger
aragidonik asit metabolitleri trombositlerin sekresyonuna neden olurlar Zayf
bir uyaranla sadece o granilleri salinirken, giderek artan
konsantrasyonlardaki uyaranilarda yogun granillerin de sekresyonu
gerceklesmektedir (18,19). Yodun graniller en hizli salgilanan trombosit
organelleridir. Bu grandllerin iginde diger trombositleri de uyararak ortama
ceken ADP, diger kan elemenlan igin agonistik etkisi olan ATP, damar
tonusunu etkileyen serotonin, pihtilagmada rol oynayan kalsiyum ve
grantlofizin adi verilen fonksiyonu heniiz anlagtlamayan bir membran
proteini yer alir. Trombositlerin o grandilleri iginde ise vaskiler hiicrelerin
¢ogalma ve gen ekspresyonunu ve subendotelyal matriks molekil sentezini
etkileyen platelet-derived growth factor, connective tissue activating peptide
Ill, B-tromboglobulin, platelet faktér 4, transforming growth factor-B ve
trombospondin gibi peptidler bulunur (20) (Sekil 2.3). Ayrica pthtilagma ve
hicre adezyonunda rol oynayan birgok plazma proteini de depolanmaktadir.

Bu plazma proteinlerinin, trombopoez sirasinda megakaryositler tarafindan



Trombosit digi nedenler siklikla gesitli hastaliklara ait Griinlerin trombosit
Tablo 2.1. Kalitsal ve edinsel trombosit bozukluklari

Kalitsal Edinsel

Bernard-Soulier sendromu Myeloproliferatif hastaliklar
Glanzmann trombastenisi Uremi

von Willebrand hastaligt Aspirin

Afibrinojenemi Penisilin tipi antibiyotikler

Gri platelet sendromu Etanol maruziyeti

Wiskott-Aldrich sendromu Dextran

Hermansky-Pudlak sendromu C1g Ve C2 yag asitleri
Chediak-Higashi anomalisi Dissemine intravaskiler koagtiasyon

Trombositopeni with absent radius Paraproteinemiler
(TAR)

Aspirin benzeri eksiklik .

Sikloksijenaz eksikligi

adezyon veya agregasyonunu inhibe etmesine bagli olarak meydana
gelmektedir. Trombositle ilgili bozukluklarda g¢ogunlukla ilaglara veya
myeloproliferatif hastaliklara baglidir (Tablo 2.2).

A- Kalitsal Trombosit Fonksiyon Bozuklukian

Adezyon Bozukluklan
Hasara ugramis vaskiler alanda trombositler membranlarinda yer alan
GPIb-V-IX compleksi ile VWF’e baglanarak subendoteliyal bdlgeye adezyon
yapar (24). Kaglk damarlarda, akim hizi daha genig arterlere gére daha
ylksek oldugundan trombositlerin adezyonu igin GPIb-IX ve VWF’e ihtiyag
varken biyik arterierde, GPib-V-IX ve VWF oimadan adézyon
gerceklegsmektedir (25).

Bernard-Soulier Sendromu



Stoplazmik faktSrier
Factor XIi
Stoplam/ PDECGF

granifled___, Adezif proteinler
Fibrinojen

Fibronectin
VWF
Trombospondin
Vitronektin

Bly{me faktdrieri
Lizozomiar PDGF
CTAPIIl
| TGF Beta
Lizozomal Platelet faktér 4
enzimler Trombospondin
Pihtilagma fakt&rieri
FaktérV
HMWK
Cl INH
Fibrinojen
Faktdr XI
Protein S
PAI-1

Yogun
Agonistior «— granal
ADP
ATP
Serotonin
Kalsiyum

Sekil 2.3. Trombositler tarafindan salinan molekiller (21)

plazmadan alinip, a gra}zﬁlleri icinde depolandiklari dasinalmektedir (22).
Trombosit a granilleri iginde fibrinojen, fibronektin, vWF, vitronektin ve
membranlarinda P selektin gibi adezyon proteinleri de igerirler.
Trombositlerin yogun ve a grandl GrGnlerinden farkli olarak hiicre iginde
depolanmayan dider sekresyon triinleri de trombositleri ortama ¢ekmek ve
vaskiler tonusu ayarfamak gibi gérevleri bulunan arasidonik asit deriveleridir
(tromboksan A, gibi). Bir diger sekresyon organeli de lizozomlardir. Hidrolaz
ve heparatinaz gibi enzimler salarlar. Fibrin monomerlerinin polimerizasyonu
ve pihtt stabilizasyonundan sorumlu olan faktor Xl trombosit

stoplazmasinda depolanip, aktivasyonu takiben salinir (23).

2.3. Trombosit Fonksiyon Bozukluklarn

Trombositlerin fonksiyon ile ilgili bozukluklari trombositopati olarak ta
adlandirilir. Klinikte kolay morarma, burun ve diseti kanamalari, menoraji ve
postoperatif kanamalarla kendini gésterebilirler. Trombositopatiler kalitsal ve
edinsel olarak siniflandiniiabilir (Tablo 2.1). Bu bozukluklar trombosit i¢i veya

digi ile ilgili nedenlere bagdh olabilir.



Otozomal resesif gegisli olan bu hastalik ilk olarak 1948 yilinda Bernard ve
Soulier tarafindan tanimianmistir (26). Agiklanamayan bir nedenden étara
Tablo 2.2. Kalitatif trombosit bozukluklari

Adezyon PPrimerAgregasyon Sekresyon
Bozuklugu BBozuklugu Bozukiugu
Bernard-Soulier Glanzmann trombastenisi Storage pool hastaligi
sendromu Afibrinojenemi Gri platelet sendromu
Uremi Wiskott-Aldrich
Dissemine intravaskiler sendromu
koagiilasyon Hermansky-Pudlak
Paraproteinemiler sendromu
Chediak-Higashi
anomalisi

Trombositopeni  with
absent radius

Uremi

Aspirin

Sikloksijenaz eksikligi
Etanol

kanamanin siddeti ilk gorildada infant doneminden sonra yasla birlikte
azalma egilimindedir. Iki olguda, GPlba geninin129. kodonunda nokta
mutasyonu gdsterilmistir (27). Bu sendromda vWF'Gn bagdlanmas! igin
gerekli olan GPIlb-V-IX adezyon reseptérinde eksiklik sonucunda
trombositle adezyon yapamazlar. Laboratuvar bulgular olarak, hafif-orta
derecede trombositopeni, periferik yaymada trombositlerde anizositoz
goézlenir. Bazi heterozigot olgularda trombositopeni ile birlikte bayidk
trombositier goérhlir ve hastalar semptomsuzdur. Biylk olan bu
trombositlerin gérinimi normaldir ve normal trombositiere gére grandl
icerikleri ve VWF dizeyleri daha yiksektir (28); ancak yasam siireleri daha
kisadir (29). Kanama zamani uzamistir. Ristosetin trombosit agiutinasyon
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caligmalan anormal olup; VWF iceren normal plazma eklenmesiyle bu
anormal yanit dizelmez. Hem plazma , hem de trombosit faktdr VIl antijen
dizeyleri normal veya artmigtir (28). Trombosit agregasyon galismalarinda,
ADP, epinefrin, aragidonik asit ile agregasyon normalken; ristosetin ile
belirgin olarak azalmigtir. Kollajen ve trombin ile degiskendir. Trombositten
zengin plazma elde ederken baylk trombositieri lenfosit ve eritrositlerden
ayirmanin gi¢ olmasi ve bliyik trombositlerin 15tk gegirgenligini etkilemesi
sonucu agregasyon egsisinde meydana gelebilecek degisik sonuglar

nedeniyle kollajen ve trombin cevabinda degisik sonuglar alinmaktadir.

Trombosit Tipi (Pseudo) von Willebrand Hastaligi
Trombositopatiler i¢inde yer alan bu hastalik tip llb von Willebrand
hastalifina (vWH) benzemektedir. Bu otozomal dominant gegisli olan
kanama bozuklugu GPlba'nin ya 233 veya 239.uncu terminaldeki tek bir
nokta mutasyonu ile meydana gelen aminoasit degisikligine baghdir (30).
Siklikla hafif kanama klinigi trombositopeniye bagli olarak géralirken; bazi
agir olgularda faktor VIl koagilasyon diizeylerindeki distklage bagl olarak
derin doku kanama ve hemartrozlann da gdrilebilir. Kanama zamani
genellikle uzamistir. Aktive parsiyel tromboplastin zamanindaki (aPTT)
uzama, VWF ve Faktér VIl koagiilan aktivitesindeki dastaklagan derecesine
bagli olarak degismektedir. Ristosetinle trombosit agregasyon g¢aligmalar tip
IIb vWH'ndaki gibi hiper agregasyon gdstermektedir. Bu hiperagregasyon
normal plazmaya hastanin trombositleri kondugunda da ortaya gikmaktadir
ki bu da hastanin trombositlerinde bir bozukluk oldugunu géstermektedir.
Hastanin plazmasi normal trombositlere eklendiginde, azalan vWF'e bagli
olarak ristosetinle agregasyon azalmaktadir. Burada vWF'iindeki dagaklak
esas olarak blyitk vWF multimerlerindeki kayba baghdir (31). Tip lib
vWH’ndan ayirt etmek tedavi yaklagimi agisindan énemlidir; ¢linkii trombosit

tipi VWH'nda vWF verildigi taktirde trombositopenileri agirlagir.

Agregasyon Bozuklukian
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Agregasyon dinamik ve metabolik olarak aktif bir olay olup; aglutinasyon ile
kangtinlmamalidir. Formalinle fikse edilerek 8li duruma getiriimis olan ve
ristosetin testinde kullanilan trombositler aglutine olabilir; ancak agregasyon
yapamazlar.Trombositlerin agregasyon yapabilmeleri i¢in GPlibllla
(fibrinojen reseptdrl) gereklidir.

Glanzmann Trombastenisi

Glanzmann Trombastenisi (GT) otozomal resesif olarak gegen bu hastalik
sadece homozigot olduju zaman kanama komplikasyonlari ile kendini
gosterir. Bu hastalikta ¢esitli nokta mutasyonlari gdsterilmistir. Hastaligin
patofizyolojisinde trombositlerin agregasyonu igin gerekli olan GPIib/llla
kompleksindeki eksiklik sorumludur. Hastaligin tip | ve tip 1l olmak Gzere iki
alt grubu vardir (32). Tip | agir formu olup, trombosit igindeki fibrinojen gibi
GPllIb-llla kompleksi yoktur. Pihti retraksiyonu goézlenmez. Tip Il'de ise
trombositlerde normalin' altinda fibrinojen dGzeyi ile birlikte, GPllb-llla
kompleksi normalin %15’i dizeylerinde bulunmaktadir. Pihti retraksiyonu
izlenebilir. Klinikte mukokutan6z kanamalar ile birlikte kanama zamani
belirgin olarak uzamigtir. Dodumla birlikte kolay morarma ve kanama
komplikasyonlari gérilmeye baglar, ancak yasla beraber azalma
egilimindedir. Trombositlerin sayisi, biiytklik ve morfolojisi ve yagam siresi
normaldir. Trombositler ADP, epinefrin, kollajen veya trombinle agregasyon
yapamazlar, ancak ristosetin eklendiginde aglutinasyon yapabilirler (25).
Trombositlerin adezyon ve granill sekresyon fonksiyonlari bozulmamstir.
Trombosit sayisi normal olduunda pihti retraksiyon kaybi, birkag istisna
diginda, GT igin diagnostiktir (33). Bu hastaligin tanisi igin GPIlb/illa
kompleksinin eksikligini gdsteren monokional antikorlar gelistirilmistir.
Heterozigot GT hastalannda GPIlIb/llla igerigi normalin %50’si oraninda
olup, pihti retraksiyonu, agregasyon g¢aligmalari ve kanama zamani normal
bulunmaktadir. Tedavide trombosit transflizyonlari, menorajiye ydnelik
hormon tedavisi, kronik kan kaybina bagli geligen demir eksikligi anemisi igin
oral demir verilmesi gerekebilir. Allojenik kemik iligi nakli dort yagindaki tip |
GT hastasinda baganyla uygulanmistir (34).
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Sekresyon Bozukiugu

Sekresyon bozuklugu iki nedene bagl olabili. Ya trombositlerdeki
granllerin ADP depolan eksiktir (depo havuz hastaligi) veya normal olan
graniil igeri§inin salintminda bir bozukluk vardir (aspirin-benzeri bozukluk).
Her iki tipinde de primer agregasyon dalgast normaldir; ancak sekonder
agregasyon dalgasi digaridan ADP ve epinefrin uyarisiyla yodun
granillerden endojen ADP salinimi ile meydana geldidi i¢in sekresyon
bozuklugu olanlarda g6zlenmez.

Depo Havuz Hastalig:
Bu hastalikta o grandl, yogun granil veya ikisinde birden azalma veya
eksiklik s6z konusudur. Yodun granil eksiklii daha siklikla gérilir ve o
granil eksikligine gbre daha ciddi kanamalarla seyder. Bunun nedeni o
grandllerin ihtiyagtan fazla sayida bulunmasi ve yogun grandllerin
trombositlerin pihti  olusturabilmeleri igin daha 6nemli igeriklere sahip

olmasidir.

Gri Trombosit Sendromu

Depo havuz hastaligina bir drnektir ve « granil eksikligi s6z konusudur.
Wright ile boyanmis periferik yaymada gri veya mavi-gri renkte gérildrler.
Igerikleri olan platelet faktér 4 (PF4), B-tromboglobulin ve fibrinojen ile ilgili
testler bozuktur. Ayni zamanda PF3 diizeylerinde de azalma bildirilmigtir
(35). Yodun grandl igerikleri normaldir. Kalsiyum ve sikloksijenazin
depolandidi yogun tubiler sistem de bu hastalikta etkilenmistir (36). Gri
platelet sendromu nadir goriilmekle birlikte otozomal dominant ta olabilir
(35). Klinikte hafif kanama, kolay morarma, orta derecede trombositopeni ve
anormal trombosit morfolojisi vardir. ADP, epinefrin ve aragidonik asit ile
agregasyon testleri genellikle normaldir. Trombin ve kollajende sonuglar
degisken olabilir. Bu hastalar hemostatik olarak genellikle normaldir; ancak
agir kanama komplikasyonu olan birkag olgu bildirilmistir. Bir kiz gocugunda
kanama trombosit inflizyonu ve antifibrinolitik tedevi ile kontrol altina
alinabilmigtir (37).
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Wiskott-Aldrich Sendromu

Bir immin yetmezlik bozuklugu olan bu hastalik trombositopeni, kiigik
trombositler, tekrarlayan infeksiyonlar ve egzema ile karakterizedir. Gegisi
X'e badli olan bu hastalikta etkilenen erkek gocuklar yiksek kanama riski ve
infeksiyon nedeniyle gocukiuk dénemine kadar nadiren yasarlar. Hastalik
genini tagiyan kadinlar ise normaldir. Hastaligin X kromozomunun kisa
kolunun proximal kesimindeki (Xp11) genetik bozukluga bagh oldugu
gosterilmigtir (38). Trombositopeninin nedeni yetersiz yapim ve azalmig
trombosit 6mradir (39). Trombositlerde ve T lenfositlerde yizey membran
protein eksikligine bagh hiicre membran bozukiugu mevcuttur (39,40).

Hermansky-Pudlack Sendromu

Bu sendrom tirozinaz pozitif okillokutandz albinizm, makrofajlarda seroid-
benzeri pigmentin birikimi ve trombosit fonksiyon bozukluguyla
karakterizedir. Otozomal ' resesif geg¢isli nadir bir hastalik olup, yodun grandl

eksikligi mevcuttur.

Chediak-Higashi Sendromu

Albinizm, tekrarlayan infeksiyonlar, kanama diyatezi ve bitan granil iceren
hicrelerde dev lizozomlar bu hastaliyin &ézellikleridir. Trombositopeniyle
birlikte, yogun grandl eksikligi mevcuttur. ADP, epinefrin, kollajen, arasidonik
asite trombosit cevabi gbralmez (41).

Graniil Sekresyon Bozuklugu
Aspirin-benzeri bozukluk olarak ta adlandinlan bu grupta klinik ve
laboratuvar bulgulan oldukg¢a heterojen olup, a ve yodun granil igeriklerinin
normal olmasi diginda depo havuz hastaligina benzemektedir. ADP ve
epinefrin ile sekonder agregasyon dalgasi goériilmez. Kollajenla trombosit
agregasyonundaki bozukluk yodun granillerden ADP’nin salinimindaki
bozukluga baglidir.

B- Edinsel Trombosit Fonksiyon Bozukluklan

Trombosit fonksiyonlari pek gok ilag, hastaliklar ve diyetten etkilenmektedir.
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ltaglar
Aspirin, penisilinler, alkol klinik olarak en sik kanama komplikasyonlara
neden oldugu bilinen ajanlardir (42). Aspirin alimindan sonra sikloksijenaz
enziminin geriye donagimsidz olarak inhibisyonu sonucunda sekonder
agregasyon dalgasi izlenmez. Trombositin 6mr boyunca (on giin) enzim
inhibisyonu devam eder. Aspirin alimi sonrasinda kanama zamanindaki
uzama degiskendir. Aspirin alimindan iki saat sonra insanlarin gogunda 2-9
dakikahk uzama gérilebilir. Toplumun %10-15'inde iki dakikadan daha az bir
kanama zamani uzamasi goriilirken, %10-15'inde ise dokuz dakikadan
daha fazla uzama saptanir. Kanama zamaninda belirgin uzama olmasi
vaskiler bozukluklar, trombositopeni, VWF eksikli§i, dolasan antikoagilanlar
gibi ¢esitli nedenlere baglh olabilir. Depo havuz hastaliginda oldugu gibi,
yogun graniillerden ADP salinimindaki azalmayla orantili olarak kanama
zamanindaki uzama da ..artar. Trombositleri benzer sekilde etkileyen diger
ilaglar indometazin, ibuprofen, butazolidin gibi steroid olmayan anti-
inflamatuar ajanlardr.

Trombosit fonksiyonlarini en ¢ok etkileyen penisilin grubu ilag
karbenisilindir. Etki mekanizmalari tam olarak bilinmese de trombosit
yiizeyindeki glikoproteinlerle etkilesim sonucu agregasyon yapan ajanlara
karg| cavapta azalmaya neden olduklan disinilimektedir.

Alkole uzun silre maruziyet trombositopeniye, PF3 saliniminda
bozulma ve sekonder agregasyonda azalmaya yol agar (43). Olasi bir
mekanizma etanol tarafindan prostaglandin sentezinin bozulmas:dir. Alkol
kesimi sonrasinda trombosit sayisi, kanama zamani ,tromboksan A; salinimi
normale gelmektedir (43).

Dipiridamol trombositlerin cAMP  konsantrasyonunu arttirarak
trombosit fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Fazla miktarda intravendz
dextran ve benzeri plazma genisleticilerin verilmesi trombosit fonksiyonlarini
azaltmaktadir. Bunu ya trombosit membram ile etkileserek veya
trombositlerin ylzeyinin plazma genisleticiler tarafindan kaplanmasi

sonucunda yapmaktadiriar.
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Diyet
Omega-3 yag asitlerini igeren baliklarin bol miktarda yenmesi yag asitlerinin
aragidonik asitin yerine gecerek prostaglandin sentezini bozmasi sonucunda
trombosit fonksiyonlarini azaltmaktadir (42). Sogan, sarmisak gibi bitkiler de
trombosit agregasyonunu inhibe edebilirler. Fazla miktarda E vitamini alimi
peroksidasyon yoluyla trombosit lipidlerini etkileyip, prostaglandin sentezini
bozmaktadir.

Diger hastaliklar

Myeloproliferatif Hastaliklar
Malign myeloproliferatif hastaliklar siklikla baytk, hipograniier trombositier
ile birlikte olup, trombosit fonksiyonlarindan biri veya hepsinde bozukliuk
goralebilir. Epinefrin ile sekonder agregasyon dalgasinda azalma en sik
gbzlenen agregasyon bozuklugu olup, GPIb-IX reseptdriinde azalma da
bildirilmistir.

Uremi

Kan iire azotundaki yikselme diyaliz ile duzelebilen trombosit fonksiyon
bozukluguna neden olabilir. Uremide trombosit adezyon, agregasyon ve
sekresyon  fonksiyonlarr  bozulmustur. Bu  bozulmanin  nedeni
guanidosiksinik asit, fenolik asit gibi Gremik toksinlerin trombosit
agregasyonunu inhibe etmesidir. Bazi Gremik hastalarda uygun trombosit
adezyonu igin gerekli olan yiksek molekal agirhkh VWF iceren FVIIINVWF
komplekslerinde bozukluk mevcuttur.

Dissemine Intravaskiller Koagdlasyon
Taketime bagli olarak trombositopeniyle birlikte erken aktive olan
trombositler granillerini salarak edinsel depo havuz hastaliina neden
olurlar. Ek olarak, fibrin-(ojen) yikim drinleri trombositlerin membrani ile
etkileserek, adezyon ve agregasyon fonksiyonlarinda bozuklua neden

olabilirler.
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Immiinglobulin Uretimi

Trombositlere antikor baglanmasi trombosit yikimuini arttirdigi  gibi,
fonksiyonlarini da bozarlar. Sistemik lupus eritematozis ve immin
trombositopenik purpura gibi artmis immonglobulin d{zeylerine sahip
hastaliklarda kollajen, ADP, epinefrin  kullanildiinda trombosit
agregasyonunda azalma olduju gorllmastir. Bazi  antikorlar
megakaryositopoez sirasinda trombosit granillerine madde alimini
etkileyerek trombosit fonksiyonunu bozmaktadirlar (44).

Von Willebrand Hastalig:
Eric von Willebrand 1926 yilinda kanama zamaninda uzama ile kendini
gOsteren ve otozomal dominant olarak geg¢en bu hastahig: ilk olarak
tanimlamistir (45). Hastalann burun kanamalan, menorajiler, dis ¢ekimi
sonrast kanamalar ve kolay morarma sikayetleri mevcuttur. Hem otozomal
dominant hem de otozomal resesif gegisli oldugu bilinen vVWH'nda 1971
yihnda Zimmerman ve arkadaslan tarafindan gésterilen faktor VIIVWEF
kompleksinde VWF kisminin azaldi§1 ya da olmadi§i gosterilmistir (46). Ayni
yil, VWH plazmasindaki trombositlerin normal plazmadaki trombositlerin
tersine ristosetin adi verilen antibiyotik varliginda agrege olmadikian
gosterilmistir (47). Ristosetin etkisi, plazmadaki vVWF eksikligine ikincil olarak
gelismektedir (48). Faktoér VIl kompleksindeki yapisal bozukluk plazmada
cesitli VWF multimerlerinin Gretimiyle sonuglanmaktadir. Azalmis olmasina
ragmen, faktdr VII:C komponenti her zaman mevcuttur. Bu hastalik, vVWF
muitimerlerinin baydklik ¢esidine, plazmada vVWF antijeni ve vWF:ristosetin
kofaktdr (VWF:RCoF) varliina gére alt gruplara aynlirlar (Tablo 2.3) (49).
En stk géralen kaltsal kanama bozuklugu olan vVWH'nda bazen hasta
operasyon veya travma gecirene kadar yada erigkin yas donemine kadar
beliti veya bulgu vermeden ulasabilirler. Edinsel vWH ise genellikle
otoimmiin veya lenfoproliferatif hastaliklar ile birlikte gérulip, vWF’e karsi
geligen antikorlara baglh olarak meydana gelmektedir (50-54). Primer
hastalifin tedavisi ile edinsel VWH da dizelir. Klinikte, cocukluk yas
déneminde kanama daha agir seyrederken yasla birlikte azalir. Hastahgin
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otozomal resesif gegigli formunun disinda kas i¢i kanamalar ve hemartrozlar
nadiren géralar.
Tablo 2.3. Yeniden dizenlenmis von Willebrand hastaliginin alt tipleri

Tip Gegisi Ozellikleri
1 VWF kismi eksikligi
2A Yiksek molekil agirhkh multimerlerde

kayip, trombosit bagimh fonksiyonda
azalma

2B Trombosit glikoprotein 1b’ye artmis
duyarlihlda bagh yiksek molekil
agurlikli multimerlerin kaybi

2M Yiksek molekil agirlikli multimerlerin
kaybi ile birlikte olmayan trombosit

. badimii fonksiyonda azalma
2N Faktor VIl duyarhliinda azalma

3 agir vWF eksikligi

Tip 1 hastaligin en sik gériilen formudur. Karaciger hastaliklarinda veya
gebelikte VWF dizeyleri artti§i igin tip 1 vVWH maskelenebilir. Bu sartiar
altinda tip 1 hastaligi dizeltme ihtimali varken, tip 2'de yoktur (55).
~ Laboratuvar bulgularinda kanama zamant uzamigtir. Plazma faktér VIII:C
dizeylerine bagl olarak aPTT uzayabilir. Ristosetinle trombosit aglitinasyon
ve agregasyonu bozuktur (VWF:RCoF) ve vVWF:Ag diizeyleri azalmigtir.
Tedavide amag¢ plazmadaki faktor VII:C dazeylerini arttirmak ve
fonksiyonel olan blydk vWF multimerlerinin dolagima verilerek kanama
zamanini normale getirmektir. Tedavide intravendz olarak verilen ve sentetik
antididretk hormon analoju olan 1-desamino-8-d-arjinin-vazopressin
(DDAVP), endojen depolardan vWF salinimini uyararak, VWF:RCoF
aktivitesinin takibi ile tedavide kullanilabilmektedir (56,57). Ayrica VWF
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iceren kriyopresipitat veya faktdr VIll konsantreleri gibi yeterli miktarda
bayak vWF multimerleri igceren insan kaynaklh drinler de tedavide
kullanilabilmektedir (58).

2.4. Trombosit Fonksiyonlarinin Degerlendiriimesinde Kullanilan Testler
Trombosit sayimi normal olup, kolay morarma, burun kanamalari, diseti
kanamalari, cerrahi veya travma sonrasi kanama o&ykidsl olan Kisilerde
trombosit fonksiyon bozuklugu olma ihtimali yiksektir. Bu hastalarda
trombosit fonksiyon bozuklugu ve VWH'nin varligini saptamaya yoénelik
olarak yapilan testlerin ilki, kanama zamanidir (Tablo 2.4).

a- Template Kanama Zamani

Ginimizde kanama zamani tayininde Mielke'nin modifiye edilmis Ivy
yéntemi kullaniimaktadir. Bu metoda kullanilan aletin ismine dayanilarak
template yontemi de denmektedir. Sfingomanometre kullanilarak mangon st
kola takilir ve 40 mmHg basincina kadar sisirilir. Daha sonra 6n kol volar
ylzine template (6rn: Simplate R, Organon teknika GmbH, Germany) ile
damar Gzerine denk gelmeyecek sekilde kesi yapilarak, kanamanin ne kadar
strede durdudu kaydedilerek kanama zamani 6l¢timds olur. Standart kesi
yapan aletlerin kullanilmasina ragmen, birgok faktdér sonuglarin yanhs
¢tkmasina yol agmaktadir:

o Testi yapan kisinin deneyimi ve farkli kigilerin yapmasi sonuglan énemli
6lgide etkilemektedir. Uyumlu duplike sonucu verebilmek igin ortalama
olarak 60 &lglim yapilmasi gerektigi gésterilmistir (59).

¢ Vendz basing ta 6nemlidir. Basincin 40 mmHg dizeyinde sabit bir sekilde
tutulmasi test sonuglarini etkileyebilecedi igin gereklidir.

e Cilt sicakhginin 16C*nin altinda veya 43.5C%nin Gstinde olmasi da testi
uzatmaktadir.

o Kesi yapilirken fazla bastiriimasi sonucunda kesi derinlidinin artmasi veya
6n kol gukuruna horizontal kesi yapilmasi gibi durumlarda kanama zaman

daha uzun ¢gikmaktadir.
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Tablo 2.4. Trombosit fonksiyon bozukluklarinin laboratuvar tanisi

Aspirin  Depo Bemard- Glanzmann Von Afibrinoje
alimi Havuz Soulier Trombastenisi Willebrand nemi*
Hastah§r Sendromu Hastahg:
Kanama Uzamig Uzamig Uzamig Uzamig Uzamig Uzamig
Zamani
Trombosit Normal Normal Normal/l Normal Normal/ {** Normal
sayisi !
APTT Normal Normal Normal Nommal Normal/t T
Fibrinojen Normal Normal Normal Normal Normal d
ADP Bozuk Bozuk Normal Bozuk Normal Bozuk
cevabi
Ristosetin Normal Normal Bozuk Normal Bozuk Normal
cevabi

!: Azalmig, T: Artmig
*: Afibrinojenemi bir trombosit fonksiyon bozukludu olmamakla birlikte onu taklit edebilir.
**. VWH’'nda trombosit sayist bazen dGgik olabilir.

o Testin yapilabilmesi igin hastanin bulunmas! gereklidir.

» Testin yeniden yapilmasi zor ve kisithdir.

Template kanama zamani vWH gibi herediter trombosit fonksiyon
bozukluklarinda stkiikla normal bulunabilmektedir. Bébrek biyopsisi yapilan
dremik hastalarda kanama zamani ile subkapsiler kanama komplikasyonu
arasinda herhangibir korelasyon saptanamamigtir (60). Bu nedenle template
kanama zamaninin preoperatif tarama testi olarak kullaniimamasi gerektigi’
ileri strllmektedir.

b- in vitro Kanama Zamani Olgiimii
Son yillarda in vitro kogullarda primer hemostazin gergeklestidi kosullan
taklit eden PFA-100° (Dade Behring, Liederbach, Germany) adi cihaz
aretilmigtir (61). PFA-100° cihazi kollajen-Epinefrin (CEPI) ve kollajen-ADP
(CADP) ile kapli membran deliklerinin ylksek akigkanhk gerilimi (=shear
stress) ortaminda agrege olan trombositler tarafindan okllizyonu temeline
dayah olarak galigmaktadir. Test kartuglan hasar gérmis damar duvarini
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taklit edecek sekilde sitratli kan érnedinin  kondugu rezervuar ile ortasinda
delik bulunan biyolojik aktif membrandan olugsmaktadir. Membran trombosit
agonistleri olan kollajen, ADP ve epinefrin ile kaphdir. Membranin hemen
Gizerinde bulunan odacikta ortadaki delikten gegen kan toplanir. Cihaz kani
rezervuardan delije dogru normal kapiller sistemdeki gibi 40 mbar’lik bir
basingla aspire eder. Trombositler deligin etrafindaki kollajen ile kapl
membran ile temas ettikleri zaman aktive olarak adezyon fonksiyonunu
gerceklestirirler. Daha sonra agrege olmaya baglarlar. Sonunda agrege olan
trombositler membran igindeki kan dolagimini tikamakta ve bu tikanmanin

ortaya ¢ikis zamani in vitro kanama zamani olarak kayit edilmektedir.

c- Trombosit Agregasyon ve Sekresyon Testleri
Trombosit fonksiyonlarinin degerlendiriimesinde en yaygin olarak kullanilan
en eski testlerden biridir. Kullanima girmesi ile birlikte in vitro cam bilye
retansiyon testii in vivo frombosit adezivite testi ve pihti retraksiyon testinin
6nemleri azalmigtir. Trombosit agregasyonu dért degisik metodla

élgalebilmektedir:

Turbidometrik (=Optik) Agregometri

Hastadan alinan kan ornegi sitratll bir tipe konarak santriifij edilerek
trombositten zengin (PRP) ve trombositten fakir plazmalar (PPP) (kontrol
icin) elde edilir. Her iki plazma 6rnedi 37C° ‘de kiivete konur. Daha sonra
ADP, kollajen, epinefrin, ristosetin gibi trombosit agonistleri bir manyetik
dizenek yardimiyla karigtinlan sitratla antikoagille edilmis trombositten
zengin plazma ornegine eklenince trombositlerde sekil degisikligini ve
takiben agregasyonu indiklerler. Baslangigta bulanik bir sispansiyon olan
PRP iginde agregatlar olugmaya basladiginda saydamlagarak 15131
gecirmeye baslar. Agregometre de trombosit slispansiyonundaki bu igik
gegcirgenligindeki degisimi kaydeder (Sekil 2.4).

. YORSEXDERETIM KUROLY
10 o TASYON MERREL:
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Agregasyon platosu (IIT)

:%"’ Agonist

& T eklenmesi Sekil degisikligi (IT)
o

1) Bazal (I) i

¢

ey

W |
-8 -85 828 T
Istk kaynag '7‘:3 detektorii

I II III
Trombositten Trombositte Trombosit
zengin sekil agregasyonu
plazma . degisikligi

Sekil 2.4. Trombosit agregasyon testinin temelleri (9)

Trombosit Agregatlannin Sayim Yéntemi
Kagik trombosit agregatlaninin olusumu impedans veya turbidometrik
yontemler ile 6lcilemez. Dolayisiyla agonist eklenmesini takiben erken
ddénemde meydané gelen degisiklikler kaydedilemez. Bu yontemde agonist
ile uyariima sonrasinda tek basina duran trombositlerin sayisindaki azalma
élcalar. Trombosit .kanslmma agonist eklendikten hemen sonra ortama
glutaraldehit veya paraformaldehit ilave edilerek agregasyon durdurularak
agregatlar fikse edilir. Agregat sayisi, kalan trombosit sayisi ve hacmi bir
elektronik partiklil sayict yada akim sitometri cihazi yardimiyla 6Glgular.
Agonist eklenmesinden 10 saniye sonra konvansiyonel agregometride bu
kadar kisa siirede saptanamayan trombositlerin %90'ninin yaklagik ylzer

hitcrelik agregatlar olusturduklari gosterilmisti. Bu yéntem pratikte pek
kullaniimamaktadir.
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Impedans Agregometri
Bu ydntemde PRP yerine antikoagille edilmis tam kan kullanilmaktadir. Igtk
gegirgenli§i yerine elekiriksel direng degdisimi 6lgiimektedir. Uyarlan
trombositler agrege olup elektrotlara yapigarak direnci arttirmaktadiriar.

Fibrinojen Baglanmasinin Tetkik Edilmesi
Radioimmunoassay yontemlerle 125 | igaretli fibrinojen kullanilarak trombosit
agregasyonunun temel reaksiyonu olan aktif GPIIb/llla reseptéri ile
fibrinojenin baglanmasi 6lgtimektedir.

Trombosit agregasyonu sirasinda gergeklesen yogun granil, alfa
granill ve eikozanoid sekresyonlarida &l¢ilebilmekte [lumiagregometrik ve
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)] ve bdylece trombosit
agregasyonu, aktivite dizeyleri ve fonksiyonel kapasiteleri hakkinda fikir
edinilebilmektedir. Bu yéntemlerin diginda monoklonal antikor baglanmasi,
poliakramid jel elektroforezi, immanuelektroforez ve en son akim sitometri
metodlariyla  trombosit membraninda yer alan - glikoproteinler
6l¢chlebilmektedir. Kalitsal trombosit fonksiyon bozukluklari molekiler genetik

yontemlerle de arastirilabilmektedir.
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BIREYLER VE YONTEM

3.1. Hastalar
Calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Ig Hastaliklan Anabilim Dali
Erigkin Hematoloji Ginitesine kanama diyatezi dykaslyle basvuran hastalarla,
Hematoloji boliami koagiilasyon ydéninden bir referans merkezi olarak
cahistig: icin dis merkezlerden trombosit fonksiyon testleri ¢caligiimak Gzere
gonderilen toplam 185 hasta alindi. Hastalarin 123’0 kadin (%66.4), 62’si
erkekti (%33.5). Calisilan kan 6rneklerinin 44’0 cocuk hastaya, 89'u erigkin
hastaya aitken, 52 kan 6rneginin hasta yakinlar tarafindan getirildigi igin
hangi gruba ait oldugu bulunamadi.

Hematoloji bélimine kolay morarma, cilt ve mukoza kanamalar
nedeniyle bagvuran ve ciddi mukokutandéz kanama OykisG bulunan
hastalara sirasiyla asagida siralanan laboratuvar testleri uygulanarak
trombosit fonksiyon bozuklugu veya vWH siphesi olan hastalar belirlendi:

1. Tam kan sayimlan (Hemoglobin, beyaz kiire, trombosit)

2. Karaciger ve bdbrek fonksiyon testleri (kan Gre azotu, kreatinin, Grik asit,
kalsiyum, fosfor, bilirubin, AST, ALT, alkalen fosfataz, gama glutaril
transferaz, albumin, total protein)

3. Template kanama zamani

4. Protrombin zamani, aktive parsiyel tromboplastin zamani, trombin zamani,

fibrinojen dizeyi

. Faktar VIII, 1X, XI diizeyleri

. In vitro kanama zamani (PFA)

. Trombosit agregasyon testleri

. VWF:Ag ve RCoF aktivitesi

Hacettepe Tip Fakiltesi Hematoloji Bolimine kanama diyatezi nedeniyle

o N O O

basvuran hastalarda ciddi mukokutandz kanama dykisi pozitifligi igin:

a- Asadida belirtilen semptomlardan iki veya daha faziasinin bulunmasi
veya;

b- kan transfiizyonu yapilmasini gerektiren bir veya daha fazla semptomun

varli§i veya;
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c- Ug veya daha fazla tekrar eden semptom olmasi gerekmektedir:

o Travma OykOsli olmadan baglayan, kisa sireli kompresyon ile (10
dakikadan az) durmayan, iki veya daha fazla burun kanamas! epizodu
olmasi (kan transfiizyonu gerektirmisse 1 atak yeterli)

¢ Minimal travma yada travmasiz cilt kanamasi cilt kanamasi ya da ekimoz
(ilk bagvuru bulgusu olarak yada tibbi tedavi gerektirecek sekilde)

o Basit yaralanmay) takiben 15 dakika veya daha uzun siiren ya da bir hafta
icinde kendiliginden tekrar eden kanama

o Tibbi bakim gerektiren oral kavite kanamalar (gingival kanama, dis ¢tkma
yerinden kanama, dil veya dudak isirik yerlerinden kanama)

o Tibbi bakim gerektiren veya (akut yada kronik) anemi ile sonuglanan
spontan gastrointestinal kanama (llserasyon veya portal hipertansiyon ile
ilgili olmayacak) Oral cerrahiyi takiben agir, uzun ya da tekrar eden ve
tibbi bakim gerektiren kanama

e Akut veya kronik anemiyle sonuglanan veya tibbi tedavi gerektiren
menoraji (organik lezyon olmayacak)

e Tibbi bakim gerektiren dider cilt-mukoza kanamalan (6rn: géz, kulak,
solunum yolu, uterus digt genito-ariner)

3.2. Kan Alma, Trombosit Agregasyon Testleri

Hacettepe Tip Fakiltesi Erigkin Hematoloji Boélimiine kanama diyatezi
nedeniyle bagvuran hastalara son iki hafta iginde trombosit fonksiyonlarini
etkilemesi muhtemel ilag almamalari séylendi. Dig merkezlere de kan &rnegi
yollanmadan énce ila¢ kullaniminin sorgulanmasi konusunda bilgi verildi.
Butdn deneyler igin kan érnekleri sabah saat 8%-10% arasinda , a¢ karnina
Vacutainer® kullanilarak %3.8 trisodyum sitrat (1:9 diliisyon) iceren 5 mL'lik
vakumlu silikonize cam tiplere alindi. Kan alinmasini takiben 2 saat iginde
kan 6rnekleri ¢aligildi. Once 700 g devirde 7 dakika santrfiij edilerek PRP ve
sonrasinda 5000 g devirde 7 dakika santrfiij yapilarak PPP 6rnekleri elde
edildi. Chrono-Log 500 VS marka (Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA)
agregometre cihazi kullanilarak hazirlanan PRP’lara sirasiyla kollajen (2
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micg/mL, tip | at tendonu kollajeni, Chrono-Par Collagen, Chrono-Log Corp.),
ADP (2 micM, liyofilize ADP, Chrono-Par ADP, Chrono-Log Corp. ), epinefrin
(10 micM, liyofilize |-Epinefrin tartarat, Chrono-Par Epinefrin, Chrono-Log
Corp.) ve ristosetin (dondurulmus kuru ristosetin, Chrono-Par Ristosetin,
Chrono-Log Corp., sirasiyla 5 ve sonrasinda Gizerine 0.25 micg/mL) konarak
olugan agregasyon egrileri kaydedildi.

3.3. vWF:Ag ve VWF:RCoF Aktivitesinin Gahgiimasi

In vitro kanama zamani uzun ve VWH" i¢in klinik gsiphesi olan hastalarda
tani koyabilmek igin daha ileri testlerin yapiimasi gereklidir. Agregasyon testi
sirasinda yapilan ristosetin-induced platelet agregasyonu (RIPA) trombosit
agregasyonu igin gerekli minimum ristosetin konsantrasyonunu gdéstermek
icin kullanilan kalitatif bir testtir. VWF:RCoF aktivitesi ise plazma vWF’anin
fonksiyonunu degerlendirmektedir. Hasta plazmalan -20 C* de depolanip,
ayni anda caligiidi. llk olarak standart aktivite egrisi VWF'in referans
érnegine kars: kalibre edilmis normal pool plazma veya referans plazma
dilisyonlan hazirlanarak ¢izildi. Bu plazma dilisyonlart ayni ristosetin
konsantrasyonlari (genellikle 1 mg/ml) iceren yikanmig veya filtre edilmis
normal trombosit siispansiyonlarina eklendi. Sonugta agregometre cihazinda
olusan trombosit agregasyonunun derecesi kaydedildi. Trombositler
metabolik olarak aktif olmadiklarinda fixed veya liyofilize trombositler de
kullanilabilir. Test hasta ve kontrol plazmalari ile de tekrar edilip, vVWF:RCoF
aktivite yizdesi standart plazmalardan hazirlanan egri kullanilarak belirlendi.
VWF:Ag (STA® -Liatest® vWF, immuno-turbidimetric assay, Diagnostica
Stago) de siphe edilen hastalarin hepsinde ¢aligildi.

3.4. Template Kanama Zamani

Hastalarin bir kisminda modifiye Ivy yontemiyle 6n kol volar yliziine template
(6rm: Simplate, Organon Tecnica GmbH, Germany) kullanilarak kanama
zamanlan bakildi. Sfingomanometre kullanilarak manson ist kola takilir ve
40 mmHg basinca kadar sigirilerek test sonuna kadar ayni basmgia kalmasi
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saglanir. Template ile damar Uzerine denk gelmeyecek sekilde kesi
yapilarak kanamanin ne kadar sirede durdugu kaydedilir.

3.5. PFA-100° Cihazi ile in Vitro Kanama Zamani

Calismaya alinan tim hastalarda kan alimini takiben 2 saat iginde trombosit
agregasyon testleri ile birlikte PFA-100° ile in vitro kanama zamanlari da
dlchilda. Sitrath tapten alinan 800uL kan érnedi 6nce CEPI kartusuna kondu.
Cihazin verdi§i in vitro kanama zamani sonucu uzamigsa aspirin-benzeri
etkiyi ekarte edebilmek igin CADP kartusuna da kan ornegi konur. Egder
cikkan deder normal sinirlar iginde yer aliyorsa, aspirin-benzeri etki;
uzamigsa VWH veya trombosit fonksiyon bozuklugunun varhigin
gosterebilmek i¢in agregasyon testleri ve VWF:Ag, VWF:RCoF aktivitesi
cahgiidi. CEP! ve CADP igin normalin alt ve Gst sinirlan saglkli hasta

degerleri kullanilarak belirlendi.

3.6. VWH Tanisi
vWH’inin tanisini koyarken izlenen yol $ekil 3.1'de 6zetlenmistir .

3.7. Kontrol Grubu

1. Kontrol Grubu: Kan bankasina trombosit bagisi icin bagvuran ve
s6zld onay alinan 122 aferez vericisi (11 kadin, 111 erkek) kontrol grubu
olarak kullanildi. Son 15 gan iginde trombosit fonksiyonlarini bozabilecek
ilag kullanim Oyk{sld olmayan bu kisilerden sitratli tiplere vacutainer®
kullanilarak alinan kan o6rneklerinden 4 saat icerisinde in vitro kanama
zamanlari ¢alisildi. Daha sonra -20C%de depolanan plazmalarindan VWF,
vWF:RCoF aktiviteleri calisildi. O ve O disi kan gruplarinda vWF
dizeylerinde farkhilk oldugu bilindigi igin, kontrol grubunda yer alan
olgularin hepsinin kan grubu belirlendi.

2. Kontrol Grubu: Goénulla 42 saghkli hastane personelinde PFA ile

in vitro kanama zamani, VWF:Ag ve RCoF ¢aligild.
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3. Kontrol Grubu: Trombosit agregasyon testleri igin refere edilen ve
agregasyon c¢alismalan, VWF:Ag ve RCoF aktivite testleri sonucunda
herhangi bir bozukluk saptanamayan 73 kisi saglikli hasta grubu adiyla bu
gruba dahil edildi.

3.8. istatistiksel Yontemler

Butan istatistiksel hesaplamalar Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) v 7.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, lllionis, USA) program ile
yapildi.

Normal vWF:Ag ve vWF:RCoF Aktivitesinin Tanimlan
Kan bankas! donérlerinin 2.5 ve 97.5 persentil araliklart normal sinirlar
olarak kabul edildi (64,65).
Kan bankast kontrollerinde PFA ile bakilan in vifro kanama zamani
degerlerinin VWF, hemoglobin ve trombositlerle korelasyonu ile tim kontrol
hastalannda CEPI, CADP, vWF:Ag ve RCoF arasindaki korelasyon
arastirilirken Pearson korelasyon testi kullanilirken, PFA sonuglarinin hasta
grup ile kontrol grubu arasinda ve kan bankast kontrollerinde O ve O dig!
kan gruplan arasinda farkli olup olmadiginin test edilmesinde sirasiyla
student-t testi ve Mann-Whitney U testi kullaniidi.
PFA ile bakilan in-vitro kanama zamani testi ile en iyi sensitivite, spesivite,
pozitif ve negatif prediktivite degerleri cesitli sinir degerler denenerek
bulunmaya g¢ahigiidi.
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BULGULAR

Trombosit fonksiyon testleri (trombosit agregasyon paneli, VWF:Ag ve RCoF
aktivitesi) caligilan 185 kiginin 80’inde (%43.2) trombosit fonksiyon
bozuklugu ve vWH'I bulundu. Hastaliklara gére dagiimi Tablo 4.1'de
gosterilmektedir. Salilim bozuklugu olanlarda CEPl median degeri 181
saniye (94-300), CADP 93 saniye (79-300) olarak bulundu. Glanzmann
trombastenili hastalarda, CEPl ve CADP sinirlan >197->300 saniye ve VWH
olanlarda ise, CEP| median degeri 230 saniye (112-300), CADP 209 saniye
(98-300) olarak saptandi. $ekil 4.1'de hasta ve kontrol gruplarinda CEP| ve
Sekil 4.2'de CADP dizeylerinin dagilimi gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Hastalarin kanama diyatezi nedenine goére dagilimlar

Kanama diyatezi n
Salinim bozuklugu 43
vWH ' 21
Glanzmann trombastenisi 11
Bernard-Soulier sendromu 1
Diger* 4
Toplam 80

* : Trombosit fonksiyon testlerinde bozukluk nedeni olan trombositopeni
varligt.

Trombosit fonksiyon bozuklugu ve vWH tanilarinin gézden kagmasini
onlemek icin, en uygun duyarlihk, 6zgllik, pozitif ve negatif kestirim
degerleri CEPl ve CADP igin degisik Gst simir dederleri denenerek
bulunmaya galigiidi (Tablo 4.2). Sonug olarak > 150 saniye CEPI degeri sinir
olarak kabul edildijinde en uygun duyarhhk, 6zgullik, pozitif ve negatif
prediktivite sonuclarinin elde edildi§i g6rildd. Ayni anda CADP galismanin
duyarlihik yéniinden ek bir avantaj saglamadigi, ancak kanama diyatezinin
nedenini saptamak yéniinden deger tagidigt belirlendi.
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Sekil 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinda CADP diizeylerinin dagilimi
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PFA ile bakilan in vitro kanama zamaninin duyarliliyi %88.4,
6zglltiga %85.5, pozitif kestirim dederi %83.1, negatif kestirim degeri %90.4
olarak belirlendi.

Anemik (hemoglobin de§eri 12 g/dI'nin altinda olanlar) hastalar
hesaplamanin diginda tutuldugunda duyarlilik %79.3, 6zgallik %89.2, pozitif
ve negatif kestirim degerleri sirasiyla %89.4 ve %83.3 iken, anemik
hastalarda sonuglar sirasiyla %100, %50, %54.5 ve %100 olarak
hesaplandi.

Tablo 4.2. CEPl ve CADP igin degisik ast sinir degerleri kullanilarak
hesaplanan duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif kestirim degerleri

DUYARLILIK |0zGULLOK [POZITIF NEGATIF
KESTIRIM KESTIRIM

CEPI-150 88.40 85.50 83.10 90.40
CEPI-155 83.80 88.60 85.24 87.50
CEPI-160 77.40 92.40 88.88 83.90
CEPI-165 77.40 92.40 88.88 83.90
CEPI-170 70.96 94.93 91.66 80.64
CEPI-175 69.35 94.93 91.48 79.78
CEPI-180 69.35 96.20 93.47 80.00
CEPI-185 66.12 96.20 93.18 78.35
CADP-95 80.00 60.00 74.50 65.38
CADP100 76.00 80.00 83.72 67.60
CADP105 76.00 76.60 81.81 66.66
CADP110 76.00 66.66 76.59 63.33
CADP115 70.00 86.66 86.84 64.10
CADP120 68.00 90.00 88.88 63.40
CADP125 63.00 93.33 90.90 61.36
CEPI-CADP |96.36 45.45 74.64 88.23
150-95

150-100 96.36 51.51 76.81 89.47
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150-105 96.36 54.54 77.94 90.00
150-110 96.36 54.54 77.94 90.00
150-115 96.36 60.60 80.30 90.90
150-120 94.54 63.63 81.25 87.50
150-125 94.54 63.63 81.25 87.50
155-95 92.59 50.00 75.75 80.00
155-100 90.74 56.25 7777 78.26
155-105 90.74 62.50 80.32 80.00
155-110 90.74 62.50 80.32 80.00
155-115 90.74 68.75 83.05 81.48
155-120 88.88 71.87 84.21 79.31
155-125 88.88 71.87 84.21 79.31
160-95 92.59 50.00 75.75 80.00
160-100 90.74 56.25 77.77 78.26
160-105 90.74 62.50 80.32 80.80
160-110 90.74 62.50 80.32 80.80
160-115 90.74 68.75 83.05 81.48
160-120 88.88 71.87 84.21 79.31
160-125 88.88 71.87 84.21 79.31
165-95 92.45 50.00 75.38 80.00
165-100 90.56 56.25 77.41 78.26
165-105 90.56 62.62 81.35 80.76
165-110 90.56 65.62 81.35 80.76
165-115 90.56 71.87 84.21 82.14
165-120 88.67 75.00 85.45 80.00
165-125 88.67 78.12 87.03 80.64
170-95 92.30 50.00 75.00 80.00
170-100 90.38 56.25 77.04 78.26
170-105 90.38 65.62 81.03 80.76
170-110 90.38 65.62 81.03 80.76
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170-115 90.38 71.87 83.92 82.14
170-120 88.46 75.00 85.18 80.00
170-125 88.46 78.12 86.79 80.64
175-95 92.30 50.00 75.00 80.00
175-100 90.38 59.37 78.33 79.16
175-105 90.38 68.75 82.45 81.48
175-110 90.38 68.75 82.45 81.48
175-115 90.38 75.00 85.45 82.75
175-120 88.46 78.12 86.79 80.64
175-125 88.46 81.25 88.46 81.25
180-95 92.30 50.00 75.00 80.00
180-100 90.38 59.37 78.33 79.16
180-105 90.38 68.75 82.45 81.48
180-110 90.38 - 68.75 82.45 81.48
180-115 90.38 75.00 85.45 82.75
180-120 88.46 78.12 86.79 80.64
180-125 88.46 81.25 88.46 81.25

Kan bankasi kontrol grubunda PFA ile in vitro kanama zamani,
VWF:Ag, RCoF aktivitesi O ile O-digi kan gruplarinda ayrni ayr galisildi.
Tablo 4.3'te kan bankasi kontrollerinin kan gruplan ve cinsiyetlerine gére
dagilimlan gdsterilmektedir.

Tablo 4.3. Kan bankasi kontrollerinin cinsiyet ve kan gruplanna gére

dagilimlar

Cinsiyet |O - o+ A- A+ B- B+
Kadin 4 6 1
Erkek 4 43 4 43 1 16
Toplam (4 47 4 49 1 17

Kan bankas! kontrollerinde CEPI=140.36428.97 saniye (71-273),
CADP=87.931+14.72 saniye (53-143) olarak bulunurken, tim kontrol grubu
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degerlendirildijinde CEPI|=134.55428.75 (71-273) (%2.5-%97.5=87.65-
198.75) saniye, CADP=90.11£19.81 (44-179) (%2.5-%97.5=57.55-143.60)
saniye olarak bulundu. CEPI yéniinden O ile O-disi kan grubu kontrolleri
arasinda fark yokken (p=0.16), CADP O kan grubu olanlarda O-dig1 gruba
gore daha uzun bulundu (p=0.01). O kan grubu kontrollerinde VWF:Ag
dizeyi=78.6+£18.81 (31-134) (%2.5-%97.5=37-123) (Sekil 4.3), RCoF
aktivitesi %86.20+29.53 (40-169) (%2.5-%97.5=42-168) olarak bulundu
(Sekil 4.4). O-disi kan gruplarinda ise, VWF:Ag diizeyi=106.92429.14 (57-
180) (%2.5-%97.5=51.5-178.5) (Sekil 4.5) iken, RCoF aktivitesi
%86.20+29.53 (40-169) (%2.5-%97.5=54-312) olarak bulundu (Sekil 4.6).
Batn kontrol olgulan degerlendirildiinde VWF:Ag dizeyi=93.87+28.50 (31-
180) (%2.5-%97.5= 51-170) iken, RCoF aktivitesi %101.27+36.18 (40-216)
(%2.5-%97.5=53-200) olarak bulundu.

Kan bankasi kontrollerinde CEPl, CADP, hemoglobin, trombosit
dizeyleri arasinda korelasyon bakildi§inda sadece beklenildigi gibi CEPI ile
CADP arasinda pozitif yonde orta derecede bir iligki oldugu goéralda
(p=0.005, r=0.26).

Saglikh hasta grubuyla kontrol grubu CEPlI ve CADP yéniinden
karsilastinidiinda CEP| kontrol grubunda (140.361+28.97) saglkh hasta
grubuna (124.58+25.89) goére daha uzun bulunurken (p=0.01), CADP
yoéniinden gruplar arasinda fark bulunmadi (p=0.21).

Kontrol ve saghkli hastalar arasinda CEP| ve CADP’nin cinsiyet
yéniinden farkli olup olmadigi test edildijinde, CEPl erkek olgularda
(138.881+30.46) kadinlara (129.08+26.17) gbre daha uzun olarak bulunurken
(p=0.02), CADP’de bir fark bulunmadi (p=0.52).

Tam kontrol hastalarinda PFA, VWF:Ag ve RCoF arasinda korelasyon
varhigi arastiriidiginda, CEPI ile CADP arasinda pozitif yonde orta derecede
bir korelasyon (p=0.001, r=0.42) CEPI ile VWF:Ag arasinda ters yénde cok
zayif bir iligki (p=0.04, r=-0.15), CADP ile vWF:Ag arasinda ters yonde orta
derecede bir iligki (p=0.001, r=-0.35), CADP ile RCoF arasinda negatif
yonde orta derecede bir iligki (p=0.001, r=-0.33), VWF:Ag ile RCoF arasinda
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pozitif yonde orta derecede (p=0.001, r=0.36) bir korelasyon oldugu
gb6zlendi.

Template kanama zamani 30 hastada bakilabildi. Kanama zamani
sonuglan Trombosit fonksiyon testleri ile karsilagtinidiginda duyarlihg %50,
6zgullaga %77, pozitif kestirim degeri %60, negatif kestirim dederi ise %70
olarak bulundu.



34

TARTISMA

Kanama zamani klinik pratikte trombosit fonksiyonlarini degerlendirmek igin
olduk¢a sik kullamilan bir testtir. Template kanama zamaninin eksik olan
yonleri daha onceki galigmalarda gdsterilmistir (61,62). PFA-100® cihazi
template kanama zamanindaki teknik hatalan igermemesi yanisira, daha
hizli, objektif ve invaziv oimayan bir sekilde trombosit fonksiyon bozukluklari
ve VWH'ni saptayabilmektedir. Yapilan klinik caligmalar hafif kanama
bozukluklarinda (6rn: vWH) PFA-100° ile bakilan in vitro kanama zamaninin
template kanama zamanina gére daha duyarli oldujunu ve trombositopenik
hastalarda kanama riskini de§erlendirme ve tedaviye yanitin belirlenmesinde
etkili oldugunu géstermistir (63,64,65,66). PFA-100® cihazinda primer
hemostazi taklit edecek sekilde sitratla antikoagiile edilmis kan kollajen-ADP
veya kollajen -epinefrin ile kapl membranin ortasindaki 150 pm’lik delikten
sabit bir basing altinda akmakta ve zamanla aktive olan trombositlerin
adezyon ve agregasyonu ile bu delik kapanmaktadir. Cihaz bu deligin
kapanma zamanini in vitro kanama zamani olarak kayit etmektedir (66).
Alinan sitrath kan 6rnedinin 4 saat iginde caligilmas) gerekmektedir (67).
Trombositopeni varligi veya hematokrit dastkligl test sonuglarim
etkileyebilmektedir.

CEPI kartugundaki izole uzama en sik gérilen bozukluktur. Bu izole
uzamanin en sik nedeni aspirin veya steroid digi antiinflamatuar ilag
kullanimina bagh olarak gelisen trombosit agregasyon bozuklugudur. Bu
kigilerin trombosit agregasyon testleri de sekresyon bozuklugu ile uyumlu
sonug vermektedir. CEPl kartusunda izole uzama ile birlikte trombosit
agregasyon testlerinin normal olduju 5-depo havuz hastalig: olan olgular
bildirilmistir (68). CEPI ile birlikte CADP kartusundaki uzama genellikle
trombosit fonksiyon bozukiuju ve/veya vWH'I yéniinden daha yodun bir
aragstirma yapilmasini gerektirmektedir. CADP kartusunda uzama olan
hastalar primer hemostaz bozuklugu riski nedeniyle cerrahi girigim sirasinda
yiksek kanama riski tasimaktadirlar. Oysa template kanama zamanindaki

uzamanin kanama OykisG olmayan, yakin zamanda steroid digi
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antiinflamatuar ilag veya aspirin kullanmamig hastalarda operasyon sirasi
veya sonrasindaki kanama riskini artirdigi géralmemistir (69,70). PFA-100®
ile in vitro kanama zamaninin klinikte yaygin kullanim alanlarindan biri de
aspirin kullanan hastalarin takibine olanak vermeleridir. Aspirin kullandi§
bilinen kisilerde CEPl uzun, CADP normal oldugunda bu sonucun direk
aspirine bagh oldugunu séylemek mimk(n olduju halde, template kanama
zamanindaki uzama nedeninin aspirin veya diger nedenlere mi bagh
oldugunun ayrimi yapilamamaktadir. Bir ¢calismada aspirin alan 17 hastanin
16’'sinda PFA sonucu bozuk iken, template kanama zamanlari normal
bulunmustur ve bu da PFA'nin aspirin etkisini saptamadaki duyarhliginin
template kanama zamanindan daha yiiksek oldugunu géstermektedir (64).
Bir ¢calisgmada vWH"1 olanlarin %20’sinde (71), diger bir calismada ise
%30'unda template kanama zamanlan normal olarak bulunmugtur (63). Bu
sonuglarda template kanama zamaninin VWH'I tanisini atlama ihtimalinin
yiksek oldugunu gostermektedir. PFA-100® ile bakilan duplike sonuglar
normal kontrollerin sadece %2’'sinde %20°'den fazla bir sapma gdsterirken,
hastalarda bdyle bir sapma (%0) gbzlenmemistir (63). PFA vWH'inda
DDAVP ile yanitin degerlendiriimesinde de kullaniimaktadir. Bu hastalarda
DDAVP verilmesini takiben hem CEPI hemde CADP kartusunda dizelme
oldugu gosterilmistir (63,72,73,74).

PFA-100° ile in vitro kanama zamam daha dnce normal kigilerde,
aspirin kullananlarda VWF veya sistemik hastahidi olan kisilerde yodun bir
sekilde aragtinimigtir (63,66,67,68,73,75). Bu ¢aligmada amacimiz kanama
diyatezi ile bagvuran hastalarda PFA-100® cihazinin tarama testi olarak
kullanilabilirligini belirlemek ve bu hastalarda tanisal bir yaklasim semasi
olusturmakti. Yapilan ¢aligmalarda vWH'I veya Glanzmann trombastenisi,
depo havuz hastaligi gibi trombosit fonksiyon bozuklugu olan olgularda PFA-
100® ile bakilan in vitro kanama zamani duyarliifi %88-100 arasinda
defjiisen oranlarda bulunmustur (63,66,68). Bizim c¢alismamizda da
digerlerine benzer sekilde duyarlihk %88.4, 6zgulliga %85.5 olarak bulundu.
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Ozellikle vVWH'inin hafif formlarinda tani koymasi oldukga zor
olmaktadir. Daha 6nce VWF:Ag dizeylerinin O kan grubu olan saglikh
kisilerde O-dis1 olanlara gbre daha disik oldugu gosterilmistir (76). Bu
saglikh kigilerde ¢ok hafif bir kanamaya meyil sorunu olabilmektedir. Bizim
kontrol grubumuzda da O kan grubu olanlarda vVWF:Ag dizeyi [37-123
(%2.5-%97.5)], O-disi kan grubu olanlara [51.5-178.5 (%2.5-%97.5) ] gére
daha dagaktu (p=0.001). Ayrica O kan grubu olan kontrollerde RCoF
aktivitesi de [42-168(%2.5-%97.5)] O-disI kontrol grubundan [54-312(%2.5-
%97.5)] daha dasiik bulundu (p=0.001). Sonug olarak O ve O-disi kan grubu
olanlarda VWF:Ag ve RCoF aktivite diizeylerinin normal sinirlan farkh
oldugundan VWH" tanmisi koyarken kan grubunun bilinmesinin 6nemi
géruimagtar.

Bir ¢alismada PFA-100® Gizerine kan gruplarinin etkisi arastinimis ve
O kan grubu olanlarda daha dasuk vVWF:Ag dizeyleri ile CEPI degerinde
uzama oldudu gérildrken, CADP kartusunda bir fark saptanamamis (77).
Kan grubu O olanlarda CEPI ile CADP arasindaki bu farkli sonuglarin
nedenini de su sekilde agiklamiglardir: 1- epinefrinin trombosit aktivasyonu
icin daha zayif ancak (78), ADP'den daha giiglii bir uyaran olarak ortamda
bulunan daha dislik dizeydeki vVWF'G etkileyebilmektedir. Trombosit
agregasyonunun yeniden dGzenlenmis modeline gére, yiksek akiskanlik
gerilimi altinda trombositlerin baglanmasi igin VWF ile trombosit yGzeyindeki
GP1b arasinda etkilesim olmasi gerekmektedir (79) ve bu mekanizma
epinefrin tarafindan ga¢ld bir sekilde uyanimaktadir (80). Béylece
plazmadaki hafif VWF eksikliklerinde epinefrin-bagiml trombosit aktivasyon
ve agregasyonu gerceklesmektedir. Sonu¢ olarak Patolojik dazeylerdeki
VWF eksikliklerinden farkii olarak, plazmadaki hafif VWF azalmalarina
CEPl'ye bagh, fakat CADP'ye bagli olmayan in vitro kanama zamaninin
duyarl oldugu gorialmustar (77).

Bu caligmada kan bankast kontrollerinde CEPl degeri, trombosit
agregasyon testleri ile VWF:Ag ve RCoF aktivitesi bakilip normal ¢tkmis olan
kigilere gére daha uzun bulundu. Bunun nedeninin kan bankastna bagvuran
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kigilerin ilag kullanimlari sadece sorularak test edildigi icin alinan kan
orneklerinde uzamig PFA sonuglarinin ilag kullamimina baght olabilecegi
dastnildd. Ayrica bazi kan oérneklerinin alindiktan sonra iki saat iginde
calisilamamasi da bu sonuca katkida bulunmug olabilir. Bu nedenle PFA ile
bakilan in vitro kanama zamanimn normal sinirlari belirlenirken saglikli
hastane personeli, kan bankas: ve kanama diyatezi nedeniyle tim testleri
yaptlip normal ¢ikmig olan kisiler birlegtirilerek ortaya konan PFA sonuglan,;
CEPI=134129 (71-273) (%5-%95=92-182), CADP= 88116 (44-143) (%5-
%95=66-117) olarak bulundu. Buldugumuz bu degerler Griin katalogundaki
degerlere (CEPI=132[ 94-193], CADP=92[71-118] yakin bulunmustur.

Kanama zamani ile plasma RCoF aktivitesi arasinda iyi bir korelasyon
oldujunu gésteren g¢aligmalar yapilmistir (78). Bir calismada PFA-100° ile
bakilan in vitro kanama zamani ile plazma vWF:RCoF aktiviteleri arasinda
normal kontrollerde ters yonde bir iliski saptanirken, VWH'i olanlarda PFA
sonuglarinin net bir sayi seklinde belirtilememesi (degerlerin biyilk
cogunluu >250 saniye seklinde ¢ikti§i igin) nedeniyle korelasyon
hesaplanamamigtir (63). Bir diger c¢alismada saglikh kan bankasi
kontrollerinde kan grubu O olanlarda O-digi kan grubu olanlara gére hem
CEPl hem de CADP degerierinde uzama oldugu, ancak bu uzamalarin
normal sinirlar icinde yer aldigi géralmastar (81). Bizim ¢alismamizda ise
CADP O kan grubu olanlarda O-disi1 kan grubu kontrollerine gére daha uzun
bulunurken, CEPl'de bir fark saptanamamistir ve kontrol hastalarinda
6zellikle CADP ile vVWF:Ag'i ve RCoF aktiviteleri arasinda orta derecede
negatif bir korelasyon oldugu go6rGldi. Bu da daha 6nce bir galigmada
gosterildigi gibi vVWH'I tanisinda CADP kartusunun CEPl'ye gére daha
duyarh oldugunu desteklemektedir (82).

Sonug olarak PFA-100® ile in vitro kanama zamani uygulamasi kolay,
objektif, yiksek duyarlihk, 6zgalllk ile primer hemostazi dederlendirmeye
yarayan bir tarama testi olarak kullanilabilir. Anormal PFA sonuglan daima
dikkate alinmali ve vVWH'1 varligini ekarte etmek igin klinik ve aile dyklsu ile
birlikte ileri laboratuvar yéntemleri uygulanmalidir. PFA-100®nin vVWH'I

L
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varliginda duyarliligi template kanama zamanina gére oldukga yiiksek iken,
normal PFA sonuglari tip 1 ve tip 2N vWH'Ini ekarte ettirmemektedir (63).
ger PFA sonucu bozuksa ve aspirin, steroid disi antiinflamatuar kullanimi,
hematokrit disoklGgh ve trombositopeni gibi nedenler ekarte edilmigse
trombosit fonksiyon bozukiugu ve VWH'1 yéninden ileri arastirmalara
gidilmelidir. E§er PFA-100® sonucunda CADP normal, CEP| uzunsa aspirin
ve benzeri ilag kullanimi bir neden olabilir. CEPI kartusunun kanama diyatezi
6ykasi olanlarda trombosit fonksiyon bozuklugu ve/veya vWH'inI saptamak
icin bir tarama testi olarak 6ncelikle yapilmasi ve uzama saptandigi taktirde
VWH'I i¢in daha duyarh olan ve ayirici taninin yapiimasini mimkin kilan
CADP caligilmalidir. CADP’de de uzama oldugu taktirde vVWF:Ag ve RCoF
aktivitesi kan grubu dikkate alinarak galigiimahdir (Sekil 5.1).

Klinik Oyka

[Anemi (&zellikle hemoglobin<10 gr/dl), steroid digi antiinflamatuar ilag, antiagregan ilag
Gykusii ve trombositopeni varli§inda test yapiimayabilir. ]

PFA - CEPI

/ \
CEPI<150 saniye CEPI >150 saniye
(Klinik kanama diyatezini destekliyorsa CADP 2125 saniye = CADP<125 saniye
direkt vWF:Ag ve aktivitesi ile trombosit \ 4 ‘
fonksiyon testi yapilabilir.) VWF:Ag
RCoF aktiyitesi Salinimbozuklugu?
(Trombosit fonksiyon
Distk Normal testi veya ilag kesildikten
/ 1 15 gin sonra PFA tekran)
vWH Trombosit Fonksiyon Testi

(Alt tip analizi gerekirse ileri degerlendirme)

Sekil 5.1. PFA-100® cihaz ile bakilan in vitro kanama zamani ile
kanama diyatezine tanisal yaklasim



39

SONUCLAR

Kanama bozukluklarna tanisal yaklagimda PFA-100®0n bir tarama testi
olarak kullanilabilirlifini aragtiran bu ¢alismamizda asagidaki sonuglar elde
edildi:

1. Kanama diyatezi stiphesiyle bagvuran 185 hastanin trombosit agregasyon
testleri ve VWF:Ag ile RCoF aktiviteleri bakilarak sonuglarin CEPI ve CADP
ile korelasyonu belirlendi. Bunun sonucunda CEPI igin sinir degeri >=150
saniye olarak kabul edildiinde en uygun duyarlilik, 6zgulldk, pozitif ve
negatif kestirim dederlerinin elde edildigi goérilda. Aym1 anda CADP
caligmanin duyarliik yoninden ek bir avantaj saglamadigi, kanama
diyatezinin nedenini belirlemek yoniinden deder tasidigi gérildi.

2. PFA ile bakilan in-vitro kanama zamaninin duyarhih§i %88.4, 6zgulltga
%85.5, pozitif kestirim degeri %83.1, negatif kestirim degeri %90.4 olarak
belirlendi.

3. Kan bankasi saglikli kontrol grubunda CEP| yéniinden O ile O-disi kan
grubu kontrolleri arasinda fark yokken (p=0.16), CADP O kan grubu
olanlarda O-digi gruba gbre daha uzun bulundu (p=0.01).

4. O kan grubu kontrollerinde VWF:Ag diizeyi=37-123, RCoF aktivitesi =42-
168 olarak bulundu. O-digi kan gruplarinda ise, VWF:Ag dlzeyi=51.5-178.5
iken, RCoF aktivitesi=54-312 olarak bulundu. O kan grubu kontrollerinde
hem VWF:Ag dizeyleri, hemde RCoF aktiviteleri O-digt kan grubu
kontrolleriyle karsilastiriidiginda daha disik saptandi (p=0.001, p=0.001).

5. Tam kontrol hastalarinda PFA, vWF:Ag ve RCoF arasinda korelasyon
varhig arastinldidinda, CADP ile VWF:Ag (p=0.00, r=-0.35) ve RCoF
arasinda (p=0.001, r=-0.33) negatif yonde orta derecede bir iligki oldugu
géralda.

6. Sonug¢ olarak ejer PFA  bozuk ¢ikarsa ve aspirin, steroid dig!
antiinflamatuar kullanimi, hematokrit digtkliago ve trombositopeni gibi
nedenler ekarte edilmigse trombosit fonksiyon bozukiugu ve VvWH’
yoninden ileri arastirmalara gidilmelidir. E§er CADP normal, CEPI| uzunsa
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aspirin ve benzeri ilag kullanimi bir neden olabilir. CEP| kartugunun kanama
diyatezi 6ykisii olanlarda trombosit fonksiyon bozuklugu ve/veya vVWH'ini
saptamak icin bir tarama testi olarak dncelikle yapiimasi ve uzama oldugu
taktirde vWH"1 igin daha duyarh olan ve ayirici taninin yapiimasinmi mamkin
kilan CADP c¢aligiimalidir. CADP’'de de uzama oldugu taktirde vVWF:Ag ve
RCoF aktivitesi kan grubu dikkate alinarak g¢alisiimalidir.
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