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SEKILLER DiziNi

Sekil 2.1. Kapiller lumeni ve trombositlerin elektron mikroskobik
gorunuma.

Sekil 2.2. Dinlenim halindeki diskoid sekilli trombositlerin (A) ve ADP ile
aktive olmus trombositlerin (B) elektron mikroskobik goértintmleri. Aktive
olmus trombositler ince filiform uzantilara sahip olup dizensiz sekillerde
gorulmektedir.

Sekil 2.3. ADP (10° M) ile indiiklenmis trombositlerin damar endotel
tabakasi Uzerinde adezyon ve agregasyonu. Ustteki sekilde yuvarlak ve
oval cekirdekli hucrelerden olusan Kkesintisiz bir endotel tabaka
gorulmektedir. Adeze olan trombositler psodopodlar olugturarak kuresel
bir sekil almiglardir. Alttaki sekilde ise iki endotel hucresinin birlesim
yerinde adeze olan trombosit gorulmektedir. Trombosit ve endotel
hlcresinin plazma membranlari arasindaki mesafe 10-15 nm kadardir.
Hucre ve membranlarin ultrastrukturel yapilari saglam gorulmektedir.
Sekil 2.4. Damarlarin subendotelyal tabakasindaki hasari takiben agiga
cikan kollajen liflere trombositler yapisirlar (En Ustte). Trombositlerden
aciga c¢lkan ADP mikroagregat olusumunu kolaylastiran bir sekil
degisikligine neden olurken, trombositlerden salinan tromboksan Ao,
agregasyonun daha da ilerlemesine neden olur. Trombositlerin
koagulasyon faktorleriyle etkilesimleri sonucu (Ortada) ekstrensek ve
intrensek  koagulasyon  vyollariyla  Uretilen  trombin  yuksek
konsantrasyonlara ulasir ve fibrin aginin olusumunu baslatir. Trombinin
saglam endotel hucreleriyle etkilesimi sonucu olusan prostasiklin ve
aktive olmus protein C, pihtinin boyutunu sinirlar (En altta). Prostasiklin
trombosit agregasyonunu inhibe eder. Endotel hucrelerinden salinan
plazminojen aktivatorleri de plazmin olusumunu ve pihti erimesini
gergeklestirir.

Sekil 2.5. Trombosit aktivasyonu sirasinda gelisen olaylar. Trombosit

aktivasyonu  agonistlerin  trombosit  yUzeyindeki  reseptorlerine



baglanmasiyla baslar ve inositol 1.4.5-trifosfat (IP3), diacilgliserol (DG)
ve arasidonik asiti (AA) iceren ikincil habercileri aktive eder. IPs,
trombosit dens tiibiiler sisteminden Ca*? aciga cikararak sitozolik
serbest Ca*? konsantrasyonunu yiikseltir. Diagilgliserol, proteinkinaz C
olarak bilinen Ca*? bagimli serin/treonin kinaz ailesini aktive ederek
granuler sekresyona ve glikoprotein llIb-llla kompleksi Uzerinde bulunan
fibrinojen reseptoérlerinin aciga cikmasina neden olur. Ayni zamanda,
artan sitozolik serbest Ca*? konsantrasyonu fosfatidilkolin (PC) gibi
membran lipidlerinden fosfolipaz A, araciliiyla arasidonik asit
salinimini kolaylasgtirir. Bu islem hem plazma membraninda hem de
dens tubuler sistemde gergeklesir. Arasidonik asit, tromboksan A)'ye
donustikten sonra hicreden diffize olarak ve trombositler Uzerinde
bulunan spesifik reseptorleriyle etkileserek daha ileri trombosit
aktivasyonuna neden olur. Trombositlerdeki G proteinlerinin;
fosfoinozitid hidrolizi, arasidonik asit salinimi ve C-AMP olusumunu
regule ettikleri gosterilmigtir. Farkli agonistler bu olaylarin farkh
bolumlerini etkiler. Bunun nedeni muhtemelen trombosit reseptorlerinin
farkll G proteinleri ile etkilesim icinde olmalaridir. Ornegdin trombin,
fosfolipaz Cyi, fosfolipaz A.'yi aktive eder ve adenilsiklaz tarafindan C-
AMP olusumunu inhibe eder.

Sekil 2.6. Trombositlerdeki Ca™ konsantrasyonunun kontrol
mekanizmalari. Sitoplazmik ionize kalsiyum konsantrasyonu; ATP
bagimli Ca*’-pompasi ve sodyum-kalsiyum degisimi yoluyla hiicre
disina Ca*® sekresyonu ve hiicre ici depo bdlgelerinde (dens tiibiiler
sistem, mitokondri ve depo graniillerinde) Ca* tutulumuyla
azaltiimaktadir. Hicre ici tutulum bélgelerinden Ca*? salinmi veya
hicre membraninda bulunan spesifik iyon kanallarindan hicre icine
Ca*? girisi ile hiicre ici iyonize kalsiyum konsantrasyonu yiikselmektedir.
Sekil 2.7. Trombosit sitozolindeki serbest kalsiyumun artmasi
fosfolipaz A.yi aktive eder. Bu enzimin aktivasyonu, membran
fosfolipidlerinden arasidonik asidin (AA) serbestlesmesine neden olur.

Serbest AA siklooksijenaz tarafindan endoperoksitler, PGG, ve PGH;'ye
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donusturalir. Endoperoksitler trombositlerde bulunan tromboksan
sentetaz enzimi araciligi ile tromboksan A,’ye gevrilir. Bu metabolik yola
ilaveten AA; lipoksijenaz tarafindan hidroperoksieikozatetraenoik asit
(12-HPETE) ve 12-hidroksieikozatetraenoik aside (12-HETE)
donusgtardalar.

Sekil 2.8. Bir agregometre kayidi Uzerinde trombinin cesitli
konsantrasyonlarinin farkli trombosit fonksiyonlari tzerine olan etkileri
izlenmigtir. Osilasyonlarin kaybi trombositlerin diskoid sekillerinin kireye
donusumlerini goéstermektedir (1). DuslUk dozlarda trombin ile elde
edilen hafifge yukari dogru olan egri yapigkanligin ve reverzibl
agregasyonun  gelisimini  gdésterir  (2). Trombinin  optimum
konsantrasyonlari bifazik agregasyon olusturur. ikinci agregasyon
dalgasi trombositlerden salinan prostaglandin, endoperoksitler/
tromboksanlar veya ADP’ye bagimhdir (3). Yuksek konsantrasyonlarda
trombin ise monofazik irreverzibl agregasyona neden olur.

Sekil 2.9. Ateroskleroz patogenezinin sematik anlatimi. Ateroskleroz
biyolojik olarak kompleks ve ¢ok yonlu olaylar ile gelisir. PDGF:
Trombosit kaynakh blytime faktord.

Sekil 4.1. Kontrol grubu ve deney grubunda kollajenle indiklenen
trombositlerin maksimum agregasyon hizlari (MAH) *(p<0,01)

Sekil 4.2. Kontrol grubu ve deney grubunda kollajenle indiklenen
trombositlerin maksimum agregasyon siddetleri (MAS) *(p<0,05)
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uzerinde kuguk bir trombosit agregati gorulmektedir.
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Sekil 5.4. Sigaranin Neden Oldugu Endotel Hasarinda Rol Oynayan
Mekanizmalar. A) Superoksit (O2) ve peroksinitrit (ONOQO) igeren
sigara dumani oksidan stres olusturur ve °‘NO’yu peroksinitrite
donusturerek endotel bagimli vazodilatasyonu bozar. Ayrica trombosit
ve makrofajlarin aktivasyonuna, lipid peroksidasyonuna neden olur.
Vitamin-C ise superoksiti yok ederek *NO yikimini, lipid peroksidasyonu
ve trombosit, noétrofil aktivasyonunu engeller, oksidan hasar sonucu
gelisen damarlarin endotel bagimli gevseme fonksiyonundaki bozulmayi
onler. Superoksite bagl lipid peroksidasyon LO® (Lipid alkoksil radikali),
LOO?’ (lipid peroksil radikali) olusumu ve eNOS (endotelyal NO sentetaz
enziminin) blokaji ile sonuglanir.

Sekil 5.5. Okside olmus duslUk dansiteli lipoproteinin (OX-LDL) dogal
LDL’den daha kuvvetli bir aterojenik madde oldugunu pek ¢cok yodniyle
gOsteren oksidatif degisim hipotezinin bir semasi. Koépuk hucrelerin
onculleri olan monositler endotele yapigsmakta ve sonra subendotelyal
araliga penetre olmaktadir. OX-LDL bu olayi direkt olarak stimule eder
ve hafif derecede okside olmus LDL (MM-LDL) endotel hiicrelerinden
makrofaj kemotaktik faktér (MCF-1) salinimini artirarak makrofaj
migrasyonunu uyarir. OX-LDL doku makrofajlarinin membranindaki
reseptorlerine baglanir. Reseptorleri araciligiyla hucre igine alinan
lipoprotein molekdilleri foam hucrelerinin olusumuna neden olur. MM-

LDL’nin etkisi ile endotel hicrelerden Uretilen makrofaj koloni stimule

edici faktor (M-CSF) monositlerin makrofajlara dontisumuni kolaylastirir.

Sonugta, OX-LDL endotel hasarini artirarak plazma proteinlerinin
gecisini ve trombositlerin adezyonunu uyararak aterogenez gelisimini
kolaylastirir.

Sekil 5.6. Okside olmus dusuk dansiteli lipoproteinlerin (OX-LDL)
aterogenez gelisimindeki rolunu tanimlayan bir sema.

Sekil 5.7. Kronik Sigara icimi Karotid Arterlerde intima Hiperplazisini

Hizlandirir.
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1. GIRIS

Sigara icenlerde aterosklerotik kalp damar hastaliklari insidansinin
yuksek oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir (10,12,17,21,27,46,77,83).
Kronik sigara icimine bagl kalp damar hastaliklari insidansindaki artista
cesitli etyolojik faktorlerin rol oynayabilecedi dustnutlmektedir. Guanimuize
kadar elde edilen klinik ve epidemiyolojik ¢alisma sonugclari sigara igenlerin
plazma lipoproteinlerinde kantitatif ve kalitatif ¢cesitli degisikliklerin oldugunu
gOstermistir (13,44,60). Bu degisikliklerin aterogenezi hizlandirici bir etki
yapabilecekleri vurgulanmaktadir. Ayrica sigara dumani iginde bulunan pek
cok toksik ve irritan kimyasal maddenin damar endotelinde zedelenmeye yol
actigi ortaya konmustur (3,32,47,48). Endotel zedelenmesinin goéruldagu
bolgelerde trombositlerin aktive olduklari ve bu bodlgelerde agrege olarak
damar ¢apini daralttiklar ve sekrete ettikleri vazokonstriktor maddeler nedeni
ile kan akimini azalttiklari bilinmektedir (85). Tum bu etkiler sigara ve artmis
kardiyovaskuler hastalik riski arasindaki iliskiyi aciklar niteliktedir. Bunlara
ilaveten kronik sigara icicilerinden elde edilen veriler sigara i¢enlerin kaninda
trombosit sayisinin arttigina, trombosit agregatlarinin gorualdagune ve bu
kisilerde trombosit agregasyonunun uyarildigina igaret etmektedir
(2,4,34,35,50,58,65,81). Bu sonuclar da sigara igiminin damar endotel
hasarindan bagimsiz bir sekilde trombositleri aktive edebilecegini
dusundurmustur. Bu calisma akut yogun sigara dumani solutulan ratlarda
trombosit agregasyon ve sekresyon fonksiyonlarindaki degisiklikleri in vitro
kosullarda test etmek amaciyla planlanmigtir. Elde edilecek sonugclarin sigara
icenleri kalp damar hastaliklarindan korumak amaciyla antiagregan ajanlarin

kullanimi konusunda da ipuglari getirebilecegi dustntlmektedir (22).



2. GENEL BILGILER

2.1. Trombositler

Vaskuler sisteme sahip organizmalar kan damarlari zedelendiginde
benzer yaniti verirler. Bu yanit trombositlerin hasar bolgesinde toplanmasi ve
bu kitlenin proteinden zengin bir pihti ile kusatillarak stabilize edilmesi
seklinde gerceklesir. Trombositler bu temel biyolojik reaksiyonlarin bir
cogunda rol alan baglica kan elemanlaridir (16,25,36,45).

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositlerden Uretilen cekirdeksiz
hucrelerdir. Bu hucreler protein ve yag asitleri sentezleme yetenegine
sahiptirler. Ortalama yasam sureleri insanda 8-10, ratlarda ise 4-5 gun
kadardir (42).

Onceleri trombositlerin primer olarak trombls olusumuyla ilgili olduklari
dusunulmesine ragmen giderek hemostazin hemen hemen tum
reaksiyonlarinda kritik rol oynadiklari gi¢lu bir sekilde kanitlanmistir (25).

Trombositlerin hemostaz disinda organizma icin diger bazi yararli
etkileri olabilecegi de dusUnulmektedir. Virus ile enfekte hcrelerin ve
bakteriler gibi kana geg¢en yabanci organizmalarin g¢evresinin kusatilarak
toksik etkilerinin engellenmesi ve fagositoz icin elverisli hale getirilmeleri
buna 6rnek olarak verilebilir. Diger taraftan trombosit agregasyonu bazi
kosullarda organizma icin zararli da olabilir. Ornegin; damar icinde kan
akimini engelleyen trombus olusumu, tikanmig damarlarin besledigi

dokularda 6ltime yol acabilir (45).

2.1.1. Trombosit Morfolojisi

Trombositler boyutlarinin kiigik olmalari nedeniyle 1sik mikroskobunda
ayrintih bicimde goézlenemezler. Ortalama caplari 2-4 p kadardir. Elektron
mikroskobik inceleme tekniklerinin gelisimiyle ve uygun preparasyonlarin

saglanmasiyla morfolojileri hakkinda daha detayli bilgi saglanabilmistir.



Trombositler puruzlu yuzeylere temas ettiklerinde psodopod olusturmalari,
ust Uste birikmeleri ve igeriklerini salivermeleri nedeniyle yapi ve
gorunumlerini  degistirirler. Elektron mikroskobik incelemelerde aktive
olmamis trombositler genellikle disk seklinde gorunarler (Sekil 2.1). Bu disk
yapinin boyu ~1,5-5 u, eni ise ~0,5-2 p arasinda degisir. Trombosit
aktivatorlerine maruz kalmayan trombositler nadiren sitoplazmik uzantilar
veya psoddopodlara sahiptirler (Sekil 2.2 ve 2.3). Trombositlerin sitoplazmik
matriksi bir membranla c¢evrilidir ve organellere sahiptir. Trombositler
mitokondriler, alfa grandller, elektron dens grandller, vakuoller, vezikiller,
mikrottbuller, mikrofilamentler, glikojen ve lipid inklizyonlari, endoplazmik

retikulum, golgi kompleks artiklari ve muhtemelen ribozomlar icerirler (5,85).

Trombositler .

Sekil 2.1. Kapiller lumeni ve trombositlerin elektron mikroskobik gérinimu
(Bloom W ve ark. A Textbook of Histology 1982, 115-117).



Sekil 2.2. Dinlenim halindeki diskoid sekilli trombositlerin (A) ve ADP ile
aktive olmus trombositlerin (B) elektron mikroskobik goértintmleri. Aktive
olmus trombositler ince filiform uzantilara sahip olup dizensiz sekillerde
gorulmektedir (Zucker MB ve ark. Arteriosclerosis 1985; 5: 2-18).



Sekil 2.3. ADP (10 M) ile indiiklenmis trombositlerin damar endotel tabakasi
Uzerinde adezyon ve agregasyonu. Ustteki sekilde yuvarlak ve oval gekirdekli
hucrelerden olusan kesintisiz bir endotel tabaka gorulmektedir. Adeze olan
trombositler psddopodlar olusturarak kuresel bir gekil almiglardir. Alttaki
sekilde ise iki endotel hucresinin birlesim yerinde adeze olan trombosit
gorulmektedir. Trombosit ve endotel hucresinin plazma membranlari
arasindaki mesafe 10-15 nm kadardir. Hicre ve membranlarin ultrastrikturel
yaplilari saglam gorilmektedir (Reininger AJ. Thrombosis Research 1993; 71:
245-249).

Trombositlerin dis membrani 70-90 A° kalinligindadir ve yapisi diger
hlcrelerinkine benzer (25,42). Ylzey membranlarinin megakaryositlerin
plazma membranlarindan olustugu kabul edilmektedir. Trombosit yuzeyi

plazmada bulunan bazi proteinleri de igerir. Bunlardan bazilari koagulasyon



faktorleri olan Fibrinojen, FVI ve FXI'dir. ilaveten trombosit ylizeyinde
glikoprotein yapisinda reseptorler, lipoproteinler veya fosfolipidler bulunur
(9,25). Trombositler ADP veya diger stimulanlarla aktive olduklarinda
pihtilasma reaksiyonlarini hizlandirici bir etki yaparlar (Sekil 2.4). Trombosit
mitokondrileri az sayida bulunmalarina ve morfolojik olarak az gelismis
olmalarina ragmen trombosit fonksiyonlari igin gerekli olan metabolik
enerjinin saglanmasinda goérev alirlar. Glikoliz ve oksidatif fosforilasyon
yollarinin her ikisi de bloke edildiginde trombosit adezyonu, agregasyonu,
sekresyonu ve pihti retraksiyonu gibi pek ¢ok trombosit fonksiyonunun
tamamiyla inhibe oldugu goértlmektedir (25).

Trombositlerde iki tip granulin varhigr bilinmektedir. Bunlar dens
granuller ve alfa grandllerdir. Elektron dens grantllerde baslica serotonin,
ADP ve ATP depolanir (53). Alfa grantiller ise ¢esitli lizozomal enzimleri icerir
(25). Pihtilasma reaksiyonlarinda rol alan trombosit faktér 3’Gn (PF3)
kaynaginin ise membran lipoproteinleri oldugu kabul edilmektedir.
Trombositlerde bulunan mikrotibdller ve mikrofilamentlerin  trombosit
kontraktilitesi ve sekil degisiklikliginin saglanmasi igin gerekli olduguna
inanilmaktadir.  Zucker-Franklin ~ ve  arkadaslan mikrofilamentlerin
trombastenin denilen maddeyi icerdiklerini gostermiglerdir. Trombastenin
aktin ve miyozin karakterinde proteinlerden olusmustur (25). Trombositlerin
ribozom icerip icermedikleri tartismalidir; ancak megakaryositlerde
ribozomlarin bulunmasi ve trombositlerin bir miktar protein sentezleme
yetenegine sahip olmalari ribozom icerebilecekleri gorusunu
desteklemektedir (25).
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Sekil 2.4. Damarlarin subendotelyal tabakasindaki hasari takiben agida
cikan kollajen liflere trombositler yapisirlar (En Ustte). Trombositlerden agida
cikan ADP mikroagregat olusumunu kolaylastiran bir sekil degisikligine
neden olurken, trombositlerden salinan tromboksan A, agregasyonun daha
da ilerlemesine neden olur. Trombositlerin koagtlasyon faktorleriyle
etkilesimleri sonucu (Ortada) ekstrensek ve intrensek koagullasyon yollariyla
Uretilen trombin yiksek konsantrasyonlara ulasir ve fibrin aginin olusumunu
baslatir. Trombinin saglam endotel hucreleriyle etkilesimi sonucu olusan
prostasiklin ve aktive olmus protein C, pithtinin boyutunu sinirlar (En altta).
Prostasiklin trombosit agregasyonunu inhibe eder. Endotel hucrelerinden
salinan plazminojen aktivatorleri de plazmin olusumunu ve pihti erimesini
gerceklestirir (Gerrard JM. Hospital Practice 1988, 89-104).



2.1.2. Trombosit Fonksiyonlari

Trombositler hemostazin c¢esitli asamalarinda goérev alirlar (5,63). Pek
¢cok madde trombositleri aktive edebilir. Trombositler herhangi bir sekilde
aktive olduklari zaman saniyeler ve dakikalar icinde fonksiyonlarini yerine
getirmeye baslarlar (36). Aktive olmus trombositlerin in vitro olarak ayri ayri
incelenebilen degisik fonksiyonlari vardir. in vivo kosullarda hemostaz
sirasinda bu fonksiyonel cevaplar birbirleriyle yakindan iligkilidir. Bunlar;
adezyon, sekil degisikligi, agregasyon ve sekresyon seklinde siralanabilir (5).
Fizyolojik trombosit aktivatorlerinin - buyuk ¢ogunlugu trombositlerin
yuzeyindeki spesifik reseptorlere baglanirlar (Sekil 2.5). Reseptorler araciligi
ile hicre igi ikincil haberci sistem uyarilir. Sinyal GTP baglayan proteinler
tarafindan plazma membrani boyunca vyayilir (6,37,63). Bu transduser
mekanizmalar fosfolipaz C ile indlklenen fosfoinozitid hidrolizi ve iyon
kanallari gibi spesifik efektor sistemleri stimule ve reglle eder. Efektor
sistemler inositol 1.4.5-trifosfat, Ca*? ve diagilgliserol gibi hiicre ici
habercilerin diuzeylerini degistirerek etkili olurlar (45,63,78) (Sekil 2.6). Bu
degisiklikler fosforilasyona neden olarak enzim aktiviteleri ve proteinlerin
yapisal &zelliklerini degistirerek fizyolojik yaniti baslatirlar. ilave olarak
trombositler iki buylk pozitif-feedback regulasyon mekanizmasina sahiptirler.
Bunlar endoperoksitler (Eps) / tromboksan A; (TxAz) olusumu ve ADP
sekresyonudur (6-8,37,45,52) (Sekil 2.7). Aktive olmus trombositlerden agida
cilkan bu maddeler, lokal hormonlar olarak goérev yaparlar ve spesifik
reseptorlere baglanarak diger trombosit aktivatorlerine benzer gsekilde

molekuler olaylar zincirini baslatir veya surdurtrler.
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Sekil 2.5. Trombosit aktivasyonu sirasinda gelisen olaylar. Trombosit
aktivasyonu agonistlerin trombosit yuzeyindeki reseptorlerine baglanmasiyla
baslar ve inositol 1.4.5-trifosfat (IP3), diacilgliserol (DG) ve arasidonik asiti
(AA) iceren ikincil habercileri aktive eder. IP3;, trombosit dens tlbuler
sisteminden Ca*? aci§a cikararak sitozolik serbest Ca*™ konsantrasyonunu
yikseltir. Diagilgliserol, proteinkinaz C olarak bilinen Ca™ bagmli
serin/treonin kinaz ailesini aktive ederek granller sekresyona ve glikoprotein
lIb-llla kompleksi Gzerinde bulunan fibrinojen reseptorlerinin agiga ¢ikmasina
neden olur. Ayni zamanda, artan sitozolik serbest Ca*? konsantrasyonu
fosfatidilkolin (PC) gibi membran lipidlerinden fosfolipaz A, araciigiyla
arasidonik asit salinimini kolaylastirir. Bu islem hem plazma membraninda
hem de dens tlbuler sistemde gerceklesir. Arasidonik asit, tromboksan A,’ye
donustikten sonra hicreden difflize olarak ve trombositler tGzerinde bulunan
spesifik reseptorleriyle etkileserek daha ileri trombosit aktivasyonuna neden
olur. Trombositlerdeki G proteinlerinin; fosfoinozitid hidrolizi, arasidonik asit
salinimi ve C-AMP olusumunu reglle ettikleri gosterilmistir. Farkli agonistler
bu olaylarin farkli bolimlerini etkiler. Bunun nedeni muhtemelen trombosit
reseptorlerinin farkli G proteinleri ile etkilesim iginde olmalaridir. Ornegin
trombin, fosfolipaz C'yi, fosfolipaz A.’yi aktive eder ve adenilsiklaz tarafindan
C-AMP olusumunu inhibe eder (Manning DR ve ark. Thrombosis and
Haemostasis 1991; 66: 393-399).
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Sekil 2.6. Trombositlerdeki Ca*? konsantrasyonunun kontrol mekanizmalari.
Sitoplazmik ionize kalsiyum konsantrasyonu; ATP bagimli Ca*2-pompasi ve
sodyum-kalsiyum degisimi yoluyla hiicre disina Ca*? sekresyonu ve hiicre ici
depo bdlgelerinde (dens tibller sistem, mitokondri ve depo granullerinde)
Ca*? tutulumuyla azaltimaktadir. Hiicre ici tutulum bdlgelerinden Ca*?
salinimi veya hicre membraninda bulunan spesifik iyon kanallarindan hticre
icine Ca*? girisi ile hiicre ici iyonize kalsiyum konsantrasyonu yiikselmektedir
(Salzman EW ve ark. Prog Hemost Thromb 1989; 9: 177-202).
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Sekil 2.7. Trombosit sitozolliindeki serbest kalsiyumun artmasi fosfolipaz
A’yi aktive eder. Bu enzimin aktivasyonu, membran fosfolipidlerinden
arasidonik asidin (AA) serbestlesmesine neden olur. Serbest AA
siklooksijenaz tarafindan endoperoksitler, PGG, ve PGHy'ye doénustarulir.
Endoperoksitler trombositlerde bulunan tromboksan sentetaz enzimi aracihigi
ile tromboksan A;'ye cevrilir. Bu metabolik yola ilaveten AA; lipoksijenaz
tarafindan  hidroperoksieikozatetraenoik  asit (12-HPETE) ve 12-
hidroksieikozatetraenoik aside (12-HETE) doénusturilir (Rao GHR. Indian J
Physiol Pharmacol 1993; 37: 263-275).

Trombosit fonksiyonlari baglica iki grupta incelenmektedir. Birinci olarak
reverzibl trombosit fonksiyonlari (adezyon, sekil degisikligi ve primer yani
reverzibl agregasyon), ikincisi ise irreverzibl trombosit yanitlari (sekresyon ve
sekonder yani irreverzibl agregasyon) (5) (Sekil 2.8). Reverzibl trombosit
yanitlarinin trombositlerin endotel hucre tabakasinda hicreler arasinda

olusabilecek araliklari kapatmak, alfa-granillerden blylime faktdrlerinin
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salinma ve subendotelyal dokudaki kiguk defektlerin tamir edilmesi gibi
fonksiyonlarla ilgili olabilecegi, irreverzibl yanitlarin ise trombositlerin

hemostatik fonksiyonlariyla iligkili oldugu bildiriimektedir (52,63).

Trombosit Fonksiyonlari
4 irreverzibIAgregasyon

i
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Sekil 2.8. Bir agregometre kayidi Uzerinde trombinin  cgesitli
konsantrasyonlarinin farkli trombosit fonksiyonlari Uzerine olan etkileri
izlenmistir. Osilasyonlarin kaybi trombositlerin diskoid sekillerinin kireye
doénusumlerini gostermektedir (1). Dusuk dozlarda trombin ile elde edilen
hafifce yukari dogru olan egri yapiskanligin ve reverzibl agregasyonun
gelisimini goésterir (2). Trombinin optimum konsantrasyonlari bifazik
agregasyon olusturur. ikinci agregasyon dalgasi trombositlerden salinan
prostaglandin, endoperoksitler/tromboksanlar veya ADP’ye bagimlidir (3).
Yuksek konsantrasyonlarda trombin ise monofazik irreverzibl agregasyona
neden olur (Rao GHR. Indian Physiol Pharmacol 1993; 37: 263-275).

Dinlenim halindeki trombositler diskoid yapidadir ve duzgun bir ylzeye

sahiptirler. Stimulasyona ilk fizyolojik yanit trombosit adezyonu ve sekil

degisikligidir (25). Damar endotel tabakalarinda araliklarin olusumuna neden
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olan fizyolojik vazodilatasyon veya patofizyolojik damar hasari subendotelyal
dokunun aciga cikmasina neden olur (63). Trombositler iki spesifik
makromolekller protein ile; kollajen ve vonWillebrand faktoérle (VWF)
etkileserek subendotelyal materyale tutunurlar (31,61).

Trombosit adezyonu iki fazda gergeklesir: Baslangictaki kontakt fazda
bir trombosit damar duvarina kiguk bir membran pargasi veya psodopodlar
yoluyla baglanir. Bunu takip eden vyayllma fazinda ise trombosit
subendotelyal dokuya genis bir membran alaniyla daha siki bir gekilde
baglanir. in vitro kosullarda trombositler kollajen liflere veya cam gibi yabanci
yuzeylere de yapisabilirler (23).

Suspansiyon halindeki trombositler stimule edildiginde ilk yanitlardan
biri sekil degisiklidir. Bu iki farkli morfolojik olayla gergeklesir: Once trombosit
gévdesi sertlesir ve psddopodlar olusur (5). ilaveten membran yiizeyleri
dizensiz ve katlantili bir gérinim alir. Adrenalin ve forbolester disindaki tim
trombosit stimulanlari tam bir trombosit sekil degisikligine neden olurlar (63).
Adrenalin ve forbolester ise trombosit kiresellesmesine yol agmadan birkag
psddopod olusumuna neden olabilir. Bu durum, trombosit kuresellesmesi ve
psddopod olugumunun birbirinden bagimsiz olaylar oldugunu gostermektedir.
Ps6dopod formasyonu olmadan trombosit kiresellesmesi grandllerin
merkezde toplanmasi ile sonuglanir (25,85). Fizyolojik kosullarda sekil
degisikligi; agregasyon ve sekresyondan o©Once olusur. Trombosit
agregasyonunun olusumu igin psédopod formasyonunun gerekli oldugu ileri
surtlmustir (85). Trombosit kirelesmesi sirasinda grantllerin merkezde
toplanmasi ise sekresyon yanitinin gerceklesebilmesi icin gereklidir. Diger
taraftan prokoagulan aktivite trombositlerin sekil degisikligi sirasinda
artmaktadir. Ornegin; aktive olan trombositlerin ylizeyinde trombin
olusumunun kolaylastigi gosterilmistir (23,45).

in vitro kosullarda 2 tip agregasyon vyaniti ayirt edilebiimektedir:
Reverzibl olan ve sekresyon reaksiyonu olusmadan gerceklesen primer
agregasyon ile irreverzibl olan ve sekresyon yanitiyla birlikte olugsan sekonder
agregasyon (52). Primer agregasyon, trombosit siispansiyonunda Ca*?

iyonunun ve dusuk konsantrasyonlarda trombosit stimulanlarinin varliginda
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induklenir (23,45). Trombosit agregasyonuna yol agan olaylardan biri
fibrinojenin reseptorine baglanmasi ile gerceklesir. Yuksek
konsantrasyonlarda agonist varliginda gozlemlenen irreverzibl agregasyon
ise sekresyon yaniti ile birlikte gerceklesir (63).

Aragidonik asitten sentezlenen TxA;, dens granullerden sekrete edilen
ADP ve Ca* ile alfa graniillerden sekrete edilen adeziv proteinler, biyiik
irreverzibl trombosit agregatlarinin olusumuna neden olabilir. Fibrinojen,
fibronektin, trombospondin ve VWF’in trombosit vylzeyinde yuksek
konsantrasyonlarda varhgi alfa granillerin sekresyonunu uyarir (14,23,25).
Trombositlerin sekresyon fonksiyonu aktive oldugu zaman arasidonik asit
metabolitlerinin, 6zellikle TxA2’nin olusumu uyarilir. Dens granullerden ADP,
ATP, Ca*? serotonin, alfa granullerden adeziv proteinler, trombosit kaynakl
bliyime faktért, transforme edici blyime faktérl, trombosit faktor 4 ve
lizozomal igerikler salinir (7,14,23,63). Alfa ve dens grandillerin sekresyonu
yuksek dozda hemen hemen tum trombosit agonistleriyle olan stimulasyon
sonucu gozlenir. Lizozomal sekresyon yalnizca trombin veya Kkollajenin
yuksek konsantrasyonlariyla gézlenebilir (14,36).

Blyuk trombosit agregatlarinin hizla olusumu igin etkin amplifikasyon
mekanizmalarina gereksinim vardir. Bunlar pozitif feed-back mekanizmalarin
ve agonistlerin birlikte etkilesimi sonucu gerceklesir (55). Ekstrasellller
ortama salinan TxA; ve ADP, trombosit ylzeyindeki spesifik reseptorlere
baglanarak, fosfoinozitid hidrolizini, Ca*?> mobilizasyonunu ve protein
fosforilasyonunu stimule ederler ve fibrinojen reseptorlerini aciga ¢ikararak
trombosit yanitlarinin biyimesine neden olurlar (23,30,55,63,85).

ikinci ve cok etkin bir amplifikasyon mekanizmasi trombosit
agonistlerinin sinerjistik etkilesimleridir. Trombosit agonistlerinin tek baslarina
eklendiklerinde etkin olmayan esik altt konsantrasyonlari trombosit
suspansiyonlarina birlikte ilave edildiklerinde guglu bir gekilde trombosit
yanitina sebep olurlar. Trombosit agonistlerinin etkinlikleri sirasinda acgiga
cikan ADP ve TxA; de birbirleriyle sinerijistik etkilesim gdsterirler (23).

Koagulasyon sisteminin aktivasyonu sonucu olusan trombin, aktive

olmusg trombositlerden aciga ¢ikan TxA; ve ADP, dolasimdaki miktari artan
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adrenalin ve vazopressin, aktive olmus noétrofil ve makrofajlardan aciga ¢ikan
trombosit aktive edici faktor (PAF) birer trombosit aktivatortdtrler (30). Bu
trombosit stimulanlari irreverzibl trombosit agregasyonunu ve sekresyonunu
indiikleyebilmek icin ekstraselliler Ca*? ve trombosit siklooksijenazina
gereksinim duyarlar.

Zayif stimulanlarin (ADP, adrenalin) sekresyon ve irreverzibl
agregasyonu guclu sekilde indukleyebilmesi icin siklooksijenaz aktivitesine
gereksinim vardir (39,63). Orta derecede gucli stimulanlar (PAF,
vazopressin) TxA; olusumu ve agregasyon gerceklesmeden sekresyonu
indukleyebilirler. Buna karsin, siklooksijenazin inhibisyonu ve ADP’nin
ortamdan uzaklastirlmasi buyuk Olgcude sekresyonu azaltir, PAF ve
vazopressin ile induklenen irreverzibl agregasyonu engeller. Gulglu
stimulanlar (trombin, kollajen) ylksek konsantrasyonlarda, siklooksijenaz
bloke ediciler veya ekstraselliler Ca*? selatorleri ile azaltlamayacak sekilde
trombosit agregasyon ve sekresyonunu induiklerler (63). Buna karsin, trombin
ve kollajen duguk konsantrasyonlarda, tamamiyla siklooksijenaz aktivitesi ve
aciga cikan ADP’ye bagimli mekanizmalarla trombosit agregasyon ve
sekresyonunu uyarirlar (30,38). Trombositten zengin plazma veya yikanmis
trombosit suspansiyonlarina eklenen duguk konsantrasyonlarda kollajen bir
gecikme donemini takiben sekil degisikligi ve agregasyonu indukler. Bu
yanitlar kollajen liflere yapisan trombositlerden agiga ¢ikan TxA, tarafindan
olusturulur.

Dinlenim halindeki trombositlerin enerji kullanimi 3-6 umol ATP eq min™
10™"" trombosittir. Trombinle indiiklenen maksimal agregasyon ve sekresyon
sonrasi enerji kullanimi 18 umol ATP eq min™ 10™"" diizeyine yiikselir. Farkli
trombosit yanitlari farkh enerji gereksinimlerine ihtiyagc duyar. Ener;ji
gereksinimi; sekil degisikligi < agregasyon < dens granul sekresyonu < o
granul sekresyonu << lizozomal sekresyon seklinde siralanir. Kuguk
agregatlarin erken donemde olugsumu enerji tuketimi hiziyla yakin bir sekilde
iligkilidir (63). Sekresyon icin agregasyondan c¢ok daha fazla enerjiye
gereksinim vardir. Enerji tuketimi ve sekresyon hizi arasinda lineer bir iligki

vardir. Ca*? ionoforlari ile stimule edilen trombositler, agregasyon ve
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sekresyon icin fizyolojik agonistler ile stimule edildiklerine oranla ¢ok daha
fazla enerji toketirler. Bu durum, reseptér aktivasyonunun trombosit

fonksiyonlarini ekonomik bir yolla induklediginin gostergesidir (63).

2.2. Ateroskleroz Etyopatogenezinde Sigaranin ve Trombosit

Aktivasyonunun Roli

Ateroskleroz; damar duvarinda kolesterol, lipid birikimi ve bag doku
artimi ile gelisen bir patolojidir. Ateroskleroz ve komplikasyonlari, bati
toplumlarindaki gibi yash nutfusun yodun oldugu Ulkelerde en énemli 6lim
nedenidir. Yaglanma ile birlikte, arter duvarinda ilerleyici bir kalinlagsma
olmakta, damarlarin i¢ c¢api daralmakta ve hemodinamik-tromboembolik
komplikasyonlar ortaya g¢ikabilmektedir. Altmigbes yasindan sonra olumlerin
yaklasik %85’i ateroskleroza bagh kalp-damar hastaliklarindan ileri
gelmektedir (79).

2.2.1. Aterosklerozda Goriilen Patolojik Degisiklikler

Aterosklerotik lezyonlarda dejeneratif ve proliferatif degisiklikler birlikte
ve yaygin olarak gorultr (82) (Sekil 2.9). Aterosklerotik lezyonlarin erken
dénemlerinde, intima ve mediada, hiicreler arasi mesafede lipid-kolesterol
molekdulleri birikmektedir (79). Damar duvarina go¢ eden makrofajlar, burada
biriken lipidleri fagosite ederek kdpuk (foam) hicrelerine dénismektedirler.
Endotel hucreleri, diiz kas htcreleri ve fibroblastlar da; damar duvarinda
biriken lipidleri fagosite ederek vezikiller i¢cinde depolayabilmekte, bdylece
yag vakuolleri olusturmaktadirlar. Aterosklerotik degisikliklerin bulundugu
bdlgelerde, bazal membran butinligunid kaybetmekte, kollajen distrofisi
gelismekte, elastik dokuda yirtilma ve pargalanma olmakta, bazal membran,
endotel ve duz kas hucrelerinden ayrilmakta, boylece intima ile diger dokular
aras| baglantilar zayiflamakta ve kaybolmaktadir. intimanin butinligini

kaybettigi bolgelerde ise trombUs olugabilmektedir. Ayrica endotel, duz kas
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hicreleri ve fibroblastlarda mitotik aktivite artmaktadir. Bunun sonucunda
proliferatif degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (79,82).

Aterosklerozun en belirgin tutulum bolgeleri; aorta, serebral arterler,
koroner, karotid ve renal arterler gibi sistemik arterlerdir. Buyuk sistemik
arterlerin dallanma bolgeleri, ateroskleroz gelisimine en elverigli bolgelerdir
(79).

2.2.2. Ateroskleroz icin Risk Faktorleri

Kalitim, vyas, hiperkolesterolemi ve hiperlipidemi, hipertansiyon,
hiperglisemi, sismanlik, sigara kullanimi, sagliksiz beslenme aliskanliklari,
stres olarak belirlenmistir (79). Risk faktorlerinin birden fazla olusu;
aterosklerozun etyolojisinde birgok farkli mekanizmanin rol aldigi goérisuna
desteklemektedir (16,79).

Hemodinamik etkilerin siddetli oldugu bolgelerde goérulen intima ve
media zedelenmesi aterosklerozu baslatan en 6nemli faktordir. Kandaki
yuksek kolesterol ve lipid seviyesi, serbest oksijen radikalleri, proteazlar,
lipazlar, immun kompleksler, mikrobik toksinler, histamin, kininler ve sigara
dumani damar duvarinda, mekanik yolla baslayan zedelenmeyi artiran diger
etkenlerdir (79) (Sekil 2.9).
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inhibe olur Kopuk hicreler
i | ekstrasellller araliga yaglari
N7 N7 i | Dbiriktirir. “Yagh Cizgileme”
Endotel ylzeyinde Duz kas :
pihti olusur ve hicreleri
fibrin iplikleri endotele dogru
depolanir goc eder

I intima kalinlasmasi

Yuksek LDL
kolesterol
\l, \ 4
- Damar duvarinda diz
Ca™ yagl tabaka kaslar prolifere olur,
icindedepolanir kollagen diizeyi artar
\ 4 \l'
Kronik sureg icinde Kronik sureg icinde olayin
olayin ilerlemesi ilerlemesi

Sekil 2.9. Ateroskleroz patogenezinin sematik anlatimi. Ateroskleroz biyolojik
olarak kompleks ve cok yonlu olaylar ile gelisir. PDGF: Trombosit kaynakli

blytme faktoért (Diana JN. Tobacco Smoking and Atherosclerosis 1990, 1-7).

Endotel zedelenmesini takiben damar kan akimi asagidaki etkenlere
bagl olarak azalmaktadir:

a) Endotel zedelenmesi olusan boélgelerde trombositler uyarilmakta,
adezyona ugramakta ve grandllerini bosaltmaktadirlar (41,64,75).
Trombositten salinan seretonin, tromboksan A, gibi vazokonstriktor ajanlar
damarlarda spazma neden olmaktadir. Trombus ve ondan kopan emboliler
de damarlari tikayarak ciddi, hatta olumcul komplikasyonlarin geligsimine

aracilik etmektedirler.
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b) Saglam endotel, prostosiklin (PGl;) ve endotel kaynakli gevsetici
faktor (EDRF veya nitrik oksit) gibi damar genisleticilerin tretim yeridir. EDRF
ve PGl,, trombosit adezyon ve agregasyonunu da gugcli bir sekilde
engellemektedir. Zedelenen damar duvarindan EDRF, PGl,, gibi damar
genigsleticiler ve antiagreganlarin salinimi azalmaktadir. Butun bu etkilerin
sonucunda vazokonstriksiyon gelismekte, zedelenmis damardan gegen kan

akimi azalmakta ve dokularin beslenmesi bozulabilmektedir (79).

2.2.3. Zedelenmeyi Takiben Damar Duvarinda Artan Mitoz

Zedelenmis damar bolgesine yapisan trombositler; trombosit kaynakli
blylime faktori (PDGF) fibroblast blytume faktori (FGF) epidermal blytime
faktori (EGF) gibi mitojenik faktorleri salgilamaktadirlar (41). Yine
zedelenmis damar bolgelerinde biriken makrofajlar da PDGF’lGn ve FGF’lUn
onemli bir kaynagini olusturmaktadirlar. PDGF, damar diz kasi hicrelerinde
Ca"" birikimine sebep olmaktadir. Hiicre i¢i Ca™ miktarinin artmasi da, diiz
kas hucrelerinde kasilmaya ve zedelenmis damar lumeninde daralmaya yol
acmaktadir. EGF ve FGF’lUn de vazokonstriktor etkileri oldugu bilinmektedir.
PDGF ve FGF’Un etkisi ile zedelenmis damar bdlgesinde tamir olaylari
baslamaktadir. PDGF’lUn aterogenezde 6nemli bir role sahip olabilecegi iddia
edilmektedir. PDGF; fibroblast, diuz kas hlcreleri gibi bag doku hicrelerinde
ve damar endotel hlcrelerinde c¢ogalmaya sebep olmaktadir. Ayrica bag
doku hucrelerinde kollajen, elastin ve proteoglikanlari iceren bag doku
matriks proteinlerinin Uretimini artirmaktadir. Zedeleyici etki uzun sure devam
ettigi zaman, intima ve media kalinlagsmakta ve ateroskleroz gelismektedir
(79).

Mekanik ve kimyasal zedelenme sonucu damar duvarinda kollajen ve
elastinden peptid pargalar ayrilmakta, plazminojen aktivatorleri ve kallikrein
de aciga ¢cikmaktadir. Bu maddeler monositleri uyarmakta ve damar duvarina
gecmelerine sebep olmaktadirlar. Zedelenmis damar bolgesinde biriken
monositler gucli kemotaktik faktorleri (kompleman 5A, |6kotrien B4, interldkin

1, tumor nekroz faktor gibi), proteazlari ve oksijen radikallerini Uretip salarlar
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ve diger monosit / makrofajlarin da bélgeye birikmesine yol acarlar. Monosit /
makrofajlar da kolesterold, lipidleri ve lipoproteinleri fagosite ederek kopulk

hlcrelerine dontismektedirler (79).

2.2.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Aterosklerozdaki Roli

Aterosklerozun ilerlemesinde, mekanik zedelenmenin oldugu bdlgede
acgiga cikan oksijen radikalleri onemli bir role sahiptirler. Komplemanin 5A
kesimi, nétrofil ve monosit / makrofajlardan oksijen radikallerinin Uretimine
neden olmaktadir (79). Serbest oksijen radikalleri, yeni Uretilen endotel ve
bag doku hucreleri ile proteoglikan ve kollajen gibi bag doku proteinleri
uzerine zararli etkiler yapmaktadirlar. Damar endoteli de, oksijen radikallerine
ve lipid hidroperoksitlere karsi ¢ok duyarlidir. Serbest oksijen radikalleri,
hicre zarlarinda zedelenmeye yol agmakta, damar gecirgenligini
artirabilmektedir. Boylece basta albumin olmak Uzere plazma proteinleri ve
lipoproteinler intimaya geg¢mekte, bu da monosit / makrofajlarin damar

duvarina gegcisini daha da artirarak aterogenezi hizlandirmaktadir (79).

2.2.5. Sigaranin Aterogeneze Etkisi

Sigara, damar duvarini zedelemekte, trombosit agregasyonuna yol
agcmakta, permeabiliteyi artirarak kan lipoproteinlerinin, lipidlerin ve diger
blyltk molekilllerin damar duvarina gegisine neden olmaktadir (16,33).
Damar duvarina gecgen lipoproteinler ve lipidler, monosit / makrofajlardan
inflamasyon cevabina aracilik eden prostaglandin E; (PGE;) ve I6kotrienler
gibi arasidonik asit metabolitlerinin Uretimine neden olmakta; serbest
radikallerin olusumunu ve proteolitik enzimlerin salinimini artirmaktadirlar.
Sigaranin icerdigi aromatik maddelerin arilhidrokarbon hidroksilaz enzimi ile
endotel ve diz kas hucreleri tarafindan metabolize edilmeleri sirasinda da
serbest oksijen radikalleri Uretilmektedir. Monosit / makrofajlarin ve endotel
hucrelerinin  Urettikleri serbest radikaller de ateroskleroz geligimini

uyarmaktadirlar (79).
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Sigara kan lipid, kolesterol ve lipoprotein yogunlugu Uzerine de etki
yaparak aterogenezi hizlandirmaktadir. Sigara i¢enlerde plazma ftrigliserid,
total-kolesterol, LDL, VLDL yogunlugu artmakta, HDL seviyesi dugsmektedir.
Sigara LDL’nin oksidasyonuna da neden olmakta ayrica makrofajlara LDL’nin
alinimini uyarmaktadir (79).

Plazma LDL seviyesi arttigi zaman, zedelenen arter duvarinda LDL
molekadlleri birikmektedir. Aterosklerotik lezyonlarda bu yol asirn kullaniimakta
ve foam hucreleri olugsmaktadir.

Yuksek kan kolesterol ve trigliserid seviyesinin damarlar Uzerindeki
zararl etkileri ok geng yaslardan itibaren gorulmektedir. Hiperkolesterolemili
kisilerde damar endotelinde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler goértlmekte,
damar duvarinda kolesterol ve lipid birikimi olmakta ve erken yaslarda
ateroskleroz gelismektedir (62).

Damar duvarinda biriken lipidler ve kolesterol burada okside olarak
kolesterol oksidasyon Urlnlerine (oksisterollere), LDL de okside-LDL (OK-
LDL)ye donusmektedir (79). Monosit / makrofaj ve diz kas hucreleri,
Uzerlerindeki LDL reseptorleri aracihigl ile OK-LDL'yi almakta ve kopuk
hicrelerine dontsmektedirler. OK-LDL, lipoksijenaz enzimini uyararak
makrofajlardan O, salinnmina yol agmakta ve oksidatif zedelenmenin
ilerlemesine neden olmaktadir. Boylece OK-LDL, inflamasyon cevabinin yani
sira damar endotelinin zedelenmesine ve tromboza da yol agabilmektedir
(79).

Sigara icenlerde plazma fibrinojen miktari artmis ve fibrinolitik aktivite
azalmis olarak bulunmustur.

Yukarida sayilan tum bu etkiler, sigara icenlerde damar duvarinda
lipoproteinlerin, lipidlerin ve fibrin molekillerinin depolanmasini artirici bir
etkiye yol acmakta ve damar yaslanmasini hizlandirmaktadir (79). Sigara
icenlerde insidansi artan aterosklerotik kalp damar hastaliklari ve bu
hastaliklara bagli komplikasyonlar dikkate alindiginda, bu etkilere aracilik
eden mekanizmalar da Onem kazanmaktadir. Mevcut veriler, sigaranin
indukledigi aterosklerotik kalp damar hastaliklarindaki etyolojik faktorler

icinde trombositlerin de onemli bir yeri olduguna dikkat c¢ekmektedir.
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Sigaranin trombosit fonksiyonlari Uzerindeki etkilerini arastiran calismalar
genellikle subakut ve kronik sigara icicilerinden elde edilen verilere
dayandiriimigtir. Bu ¢alisma deney hayvanlari Uzerinde 4 saat sureyle akut,
yodun, pasif sigara dumani solutmanin trombosit fonksiyonlari Gzerinde etkili

olup olmayacaklarini arastirmak amaciyla planlanmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma akut sigara i¢ciminin trombosit fonksiyonlari Gzerine etkisini
arastirmak amaciyla planlandi. Calisma kontrol (n:12) ve deney (n:12) olmak
tizere iki grup halinde yapildi. insanlarda sigara icme aliskanliginin bireysel
farkhliklari géz 6nline alinarak, deney hayvanlarinda bir ginde dort saat
sureyle ortalama birbuguk paket (~30) sigara icimini taklit etmek Uzere
olusturulan modelden elde edilecek sonuglarin daha saglhkh bir
degerlendirmeye yardimci olacadi dusunuldi. Deney hayvanlarina 1/10
oraninda dilue edilmis sigara dumani igeren havayi solutma olanagi saglayan
bir stirekli sigara solutma sistemi kullanildi (15).

Calismada 24 adet ortalama 300 g agirhginda erkek Wistar rat kullanildi.
Deney hayvanlari Ankara Universitesi Tip Fakdltesi Hayvan Yetistirme ve
Temin Laboratuvarindan saglandi. Gerek deney grubu, gerekse kontrol
grubu hayvanlarinin deney suresince beslenme ve ortam sartlari bakimindan
benzer kosullarda tutulmalarina 6zen gosterildi. Ayrica secgilen hayvanlarin
onceden trombosit fonksiyonlarini etkileyebilecek herhangi bir ajanla

karsilagsmamalarina dikkat edildi.

3.1. Deneyin Yapiligi

Deney grubundaki ratlar dort saat slreyle 1/10 oraninda dilue edilmis
sigara dumanina maruz birakildilar. Kontrol grubunda ise sigara dumani
disindaki tum kosullarin benzer olmasini saglamak amaciyla deney
hayvanlarinin ayni dizenek igine konularak oda havasini solumalari saglandi.
islemden hemen sonra ratlardan ether anestezisi altinda intrakardiyak yolla
4’er cc kan alindi.

Kontrol ve deney grubundaki ratlarda trombosit fonksiyonlarini
degerlendirmek amaci ile trombositlerin agregasyon ve ATP sekresyonlari
incelendi. Alinan kan 6rneklerinin 3 cc’si trombosit fonksiyonlarini incelemek

icin 1/10 oraninda %3,8’lik trisodyum sitrat iceren propilen tlplere konurken,
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1 cc’si EDTA'l tlplere (Prelevesang — Biotube) konularak tam kan sayimi igin

ayrildi.
3.2. Kan Sayimiari

Kan sayimlari Medonic Cell Analyzer (Model No: 160) kullanilarak
elektronik yontemle Merkez Laboratuvarinda gergeklestirildi. Kontrol ve
deney gruplarinda eritrosit (/mm?), 16kosit (/mm?3), trombosit (/mm?®) sayilari ile

hemoglobin (Hb g/dl) ve hematokrit (Hct %) dederleri tayin edildi.
3.3. Trombosit Fonksiyonlarinin Saptanmasi

Trombositlerin refrakter dénemlerini gegirmeleri amaci ile kan érnekleri,
oda sicakliginda, 30 dakika kadar bekletildikten sonra, trombosit agregasyon
ve ATP sekresyonu tayini islemine gecildi. Trombosit agregasyonu Chrono
log (560-VS) marka agregometrede impedans teknigi ile degerlendirildi (1,18).
Bu teknik, kan érnekleri icine yerlestirilen bir ¢ift platin elektroda aktive olan
trombositlerin yapismasi sonucu elektrodlar arasi impedansin artmasi ve
impedansta meydana gelen degisikligin yazdirilmasi esasina dayanmaktadir.
Ozel silikonize tiipler icine konan 450 ul kan, 450 ul serum fizyolojik ile
sulandirnidi. Kaydedicinin kalibrasyonu, 20 ohm’luk bir impedans degisikligi
ile kalem 8 cm yer degistirecek sekilde ayarlandi. Trombositlerin ATP
sekresyonunun incelenmesinde ise biyoluminesan teknigi kullanildi. Kan
orneklerine eklenen lusiferinin ATP ile reaksiyonu sonucu agida ¢ikan 1si1gin,
siddetinin Olgllmesi esasina dayanan bu teknik geregince, her kan ornegine
100 ul lusiferin-lusiferaz (Chrono-Lume Reagent 395) eklendi. Hazirlanan
orneklere 1000 rpm hiz ile kanin karistirimasini saglayan teflon kapli
manyetik karistiricilar konuldu. Once bilinen konsantrasyonlarda standart
ATP solusyonu (Chrono-Lume 387) ile aciga c¢ikan 1sik siddeti saptandi (2
nM). Daha sonraki 6rneklere kollajen agreganindan (Chrono-Par Reagent

385) 5 ul konularak 5 pug/ml final konsantrasyonunda trombositlerin
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aktivasyonu saglandi ve 2 cm/dk’lik kagit hizinda agregasyon ve sekresyon
egrileri yazdirildi (70).

Trombosit agregasyonu, impedans degigsikliginin maksimum oldugu
noktada, maksimum agregasyon siddeti (ohm), maksimum agregasyon hizi
(ohm/dk) olarak degerlendirildi (31).

Trombosit ATP sekresyonunun degerlendiriimesi, bilinen
konsantrasyonda standart ATP solusyonu ile elde edilen egrilerle
karsilastirilarak, kollajen ile induklenen trombositlerden sekrete edilen ATP
miktarinin saptanmasi yolu ile gergeklestirildi. Sonuglar ortalama * standart
hata olarak verildi. Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen bulgular Mann
Whitney-U testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi ve degerlendirildi.
istatistik degerlendirme A.U. Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalr’'nda
yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Parametreleri Bulgular

Tablo 4.1’de kontrol ve deney grubu hayvanlarin Hb, Hct, eritrosit,

I6kosit ve trombosit sayilari ortalama degerleri + standart hatalar verilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol grubu ve akut sigara dumani solutulan deney grubu
ratlarin Hb, Hct, eritrosit sayisi, 10kosit sayisi ve trombosit sayisi ortalama

degerleri + standart hatalari ile istatistiksel karsilagtiriimalari

Kontrol Grubu (orttSH) | Deney Grubu (ortxSH) P
Hb degeri 14,31£0,5 1410,5 p>0,05
(g/dI)
Hct degeri 40,9+1,3 39,4+1,4 p>0,05
(g/dI)
Eritrosit sayisi 7740833+283434 7988333+250000 p>0,05
(/mm?)
Lokosit sayisi 140581249 87831176 p>0,05
(/mm?)
Trombosit 8627501479 8429171445 p>0,05
sayisi (/mm®)

Tablo 4.1’de gorlldagu Uzere kontrol ve deney grubu hayvanlarinin

uygulama sonrasi

istatistiksel

agidan onemli

I6kosit sayisi

fark bulunmamaktadir.

Kontrol

disinda Olgulen kan parametrelerinde

grubu ile

karsilastirildigi zaman ise sigara igirilen deney grubunun I6kosit sayilarinin
anlamli derecede duslk oldugu saptandi. Periferik kandaki trombosit sayisi
kontrol grubunda ortalama 862750+479 / mm? iken deney grubunda ortalama

8429161445 /| mm® olarak hesaplandi. Bu sonuglar akut sigara dumani
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solutulan ratlarin ortalama trombosit sayisi ile kontrol grubu ratlarin ortalama

trombosit sayilari arasinda énemli bir farklilik olmadigini gosterdi.

4.2. Trombosit Agregasyon Bulgulari

Kollajen ile induklenen trombositlerin maksimum agregasyon hizi
kontrol grubunda ortalama 9,32+0,89 ohm/dk; deney grubunda ise

13,27+1,05 ohm/dk olarak bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol grubu ve deney grubunda kollajenle indiklenen

trombositlerin maksimum agregasyon hizlari (ohm/dk)

Kontrol Grubu (ort¥SH) | Deney Grubu (ortxSH) P

Kollajen 9,32+0,89 13,27+1,05 p<0,01
(5 ng/mi)

Buna gore akut yogun sigara solutulan grupta maksimum agregasyon
hizinin anlamli derecede ylksek oldugu saptandi (p<0,01).

Maksimum agregasyon siddeti ise kontrol grubunda ortalama
15,82+1,41 ohm, deney grubunda ise 20,68+1,53 olarak hesaplandi (Tablo
4.3).

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve deney grubunda hesaplanan maksimum

agregasyon siddetleri (ohm)

Kontrol Grubu (ort¥SH) | Deney Grubu (ortxSH) P

Kollajen 15,82+1,41 20,68+1,53 p<0,05
(5 ng/mi)

Bu sonuglar, deney grubunda agregasyon siddetinin anlamli derecede

yuksek oldugunu gosterdi (p<0,05).
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Kollajen ile induklenen trombosit ATP sekresyonu kontrol grubunda
2,28+0,21 nmol deney grubunda ise 4,081£0,44 nmol olarak saptandi (Tablo
4.4).

Tablo 4.4. Kontrol grubu ve deney grubunda kollajenle indiklenen

trombositlerde ATP sekresyonlari (nmol)

Kontrol Grubu (ort¥SH) | Deney Grubu (ortxSH) P

Kollajen 2,28+0,21 4,08+0,44 p<0,01
(5 ng/mi)

Sigara dumanina maruz birakilan deney grubunda trombosit sekresyon
cevabinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek oldugu saptandi
(p<0,01).

Sonug¢ olarak; 4 saat slreyle akut yogun sigara dumani ortaminda
tutulan deney grubu ratlarda, kollajene kargi trombosit agregasyon hizi ve
siddeti ile ATP sekresyon cevaplarinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede ylksek oldugu (Sekil 4.1, 4.2, 4.3) yani sigara dumanina maruz

kalmanin trombositleri aktive ettigi saptandi.

A A4 A A
o N M O
1 1 1 1

O Kontrol

W Deney

MAH (ohm/dk)
(0]

Kollagen

Sekil 4.1. Kontrol grubu ve deney grubunda Kkollajenle indiklenen

trombositlerin maksimum agregasyon hizlari (MAH) *(p<0,01)
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O Kontrol
W Deney

Kollagen

Sekil 4.2. Kontrol grubu ve deney grubunda Kkollajenle

trombositlerin maksimum agregasyon siddetleri (MAS) *(p<0,05)

ATP sek. (nmol)

o = N ©
o U=~ N O w O,
1 1 1 1 1 1 1

O Kontrol
W Deney

Kollagen

Sekil 4.3. Kontrol grubu ve deney grubunda kollajenle

trombositlerin ATP sekresyonlari (ATP sek) *(p<0,01)
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5. TARTISMA

Bu calismadan elde edilen sonuglar akut sigara i¢iminin kan hb. hct
degerleri ve eritrosit, trombosit sayilarinda Onemli bir degisiklige yol
agcmadigini gostermistir.

Kollajen ile induklenen trombosit maksimum agregasyon hizi sigara
icen deney grubunda onemli derecede yuksek bulunmustur. Bu yukseklik
sigara i¢ciminin trombosit agregasyonunu akut olarak artirici bir etki yaptigina
isaret etmektedir.

Kontrol ve sigara solutulan deney grubundan elde edilen maksimum
agregasyon siddeti sonugclari da sigaranin trombosit agregasyonunu uyarici
bir etkisi oldugunu desteklemektedir.

Kollajen ile induklenen trombosit ATP sekresyonu da yine sigara
solutulan deney grubunda kontrol grubuna gore onemli derecede yuksek
bulunmustur. Trombosit sekresyon bulgulari da sigaranin trombositlerde
sekresyon fonksiyonu Uzerinde uyarici bir etkiye neden olabildigini ortaya
koymaktadir.

Bizim sonuglarimiz, klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar ile kronik sigara
icicilerinde tespit edilen trombosit aktivasyonundaki artisin 4 saatlik akut
yogun sigara soluma sonrasinda dahi gorulebildigini ortaya koymustur. Bu
etki 0zellikle aterosklerotik kalp damar hastaligi bulunan kigilerde sigara igimi
sonrasi gorulen arteriyel kan akimindaki belirgin azalma ve diger
komplikasyonlarin ortaya ¢cikmasina aracilik edebilir (29).

Kontrol grubu ve sigara solutulan deney grubunun I0kosit sayilari
karsilastirildiginda; deney grubu |0kosit sayisinin anlamli derecede dusuk
oldugu saptanmistir. Lokosit sayisindaki bu onemli disuklUik sigaranin [6kosit
aktivasyonuna yol acgip Iokosit adezyonu ve migrasyonunu uyararak
zedelenen damar bolgelerine tutunmalarina ve dokulara gecislerinin artigina
neden olmasina bagll olabilir (35). Ancak elimizde bu etkiyi

degerlendirebilecek bir veri bulunmamaktadir.
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Gunumuze kadar biriken retrospektif calisma sonuclari kronik sigara
icicilerinde aterosklerotik koroner ve periferik damar hastaliklari ile miyokard
enfarktisl  riskinin  ¢ok daha ylksek oldugunu gostermektedir
(21,51,67,74,77,80). Yine geng yaslardan itibaren yogun sekilde sigara icen
kigilerde ani olum riskinin ¢ok daha yuksek oldugu da bilinmektedir
(20,26,25,35,67). Bu nedenle gunimizde sigara icimi en énemli dnlenebilir
kardiyovaskuler hastalik risklerinden biri olarak kabul edilmektedir. Yapilan
cesitli calismalar genellikle kronik sigara igicileri Uzerinde yogunlagmistir. Bu
calismalarin sonuclari dikkate alindiginda sigara ve aterosklerotik kalp damar
hastaliklari arasindaki iliskilerin multifaktériyel bir etyolojiye sahip oldugu
sonucuna varilmaktadir (79).

Sigaranin aterosklerotik hastaliklarin gelisimi ve bu hastaliklara bagh
komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasindaki roli g6z onune alindiginda bu
etkilerin baslica birkag sistem Uzerinde yogunlastigi gorllmektedir. Sigara
dumani i¢inde bulunan maddelerin ¢ogu toksik, irritan, mutajenik etkilere
sahiptirler (16). Sigara dumani iginde bulunan toksik maddelere; oksijen
serbest radikalleri, kadmiyum, kurgun gibi agir metaller veya demir gibi gegis
metalleri, NO, NO,, peroksinitrit, nitrozaminler gibi oksidan nitrojen bilesikleri,
SO, SO, gibi sllfur iceren bilesikler, fenoller, epoksitler, kuinonlar ve birgok
aromatik hidrokarbonlar 6rnek verilebilir (3,27,29,32). Bu veriler sigara
dumaninda tespit edilen oksijen serbest radikalleri digindaki diger birgok
maddenin de oksidan hasari baslatan veya ilerleten bir etkiye sahip
olabileceklerini ortaya koymaktadir (28).

Sigara icimini takiben akut dénemde orta ve blyuk capli arterlerde kan
akiminin azaldigi gosterilmistir (29,74). Bu azalista cesitli faktorler etkili
olabilir. Ornegin sigara dumani ile inhale edilen nikotin sempatoadrenal
aktivasyona neden olmaktadir (2,12,20,21,27,35,40,54,81) (Sekil 5.1).
Sempatik aktivite artisi orta ve klglk capli arterlerde vazokonstriksiyonu
uyarirken diger taraftan trombositler Uzerindeki adrenalin reseptorleri
araciligiyla da trombosit aktivasyonuna yol acmaktadir
(35,50,54,58,65,69,73).
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Kronik Sigara icimi

Vaskuler Trombosit/koagllasyon <« Sempatoadrenal
hasar [€ sistemi aktivasyonu aktivasyon

NN

Prematur ateroskleroz Artmig kardiyak ritim
trombils formasyonu bozuklugu

N\ /

Artmig kardiyovaskuler
risk

\ 4

Sekil 5.1. Sigara i¢cimine bagli artmis kardiyovaskuler hastalik riskinde rol
alan mekanizmalar (Murray JJ ve ark. Tobacco Smoking and Atherosclerosis
1990: 189-198).

Sempatoadrenal aktivite artisina bagli koroner vazokonstriksiyon
koroner kan akimini azaltarak kalp kasi perfuzyonu Uzerine olumsuz etki
yaparken yine sempatoadrenal aktivite artigina bagli olarak miyokardin
metabolik aktivitesi ve oksijen kullanim hizi da artmaktadir (40,83,84). Bu
etkiler sonucunda Ozellikle aterosklerotik damar bolgelerinde gelisebilen kan
akimi azalisi ve akut, subakut veya kronik olarak gelisebilen trombus
formasyonu normal sartlarda dahi aterosklerotik damar bdlgesinde azalmis
olan kan akimini daha da azaltarak akut miyokard enfarktisu riskini
artirmaktadir (22,81,83,84).

Sigara igiminin trombositlerde tromboksan A, uUretimini de uyardidi
bilinmektedir (40,59,73,80) (Sekil 5.2). TxA; inaktif durumda olan
trombositleri aktive eder; ayrica damarlar Uzerinde kuvvetli vazokonstriktor
etki gosterir (10,22,77). Bu nedenle sigara icimine bagh TxA, sentezindeki
artis da sigara i¢cimi sonrasi arteriyel kan akiminda goérulen akut azalmanin

bir nedeni olabilir.
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Kronik Sigara icimi

Sempatoadrenal aktivite
artisi

— ¥ T~

Hemoreolojik Trombosit .
aktivasyon Aktivasyonu TxAs Vazokonstriksiyon Aterogenez

l l

Hematokrit (T) beta2 — adrenoseptor
\l/ desensitizasyonu
Trombosit
sayisi (1)

Renin-Anjiotensin sistemi

Fibrinojen (T) aklivasyonu

\V /

Lokal makaslama kuvvetinde artis <€

4

Hasar gormus damar duvarinda
trombosit birikimi

v

Trombus olusumu

Sekil 5.2. Sigara iciminin trombojenik ve vazoaktif etkilerinin hipotetik semasi
(Lassila R ve ark. Prostoglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acids
1992; 46: 81-86).

1991 yilinda Glantz ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada,
pasif ve aktif sigara icicilerinde kandaki trombosit agregatlarinin énemli
derecede artti§i gosterilmistir (27). Trombosit agregatlarinda goérllen bu
artislarin kronik sigara iciminin trombositleri aktive ettigine dair bir isaret
oldugu ileri surllmustir. Ayrica, yine pasif ve aktif kronik sigara igicilerinde

kandaki olu endotel hilcre sayisinda icmeyenlere gore belirgin bir yukseklik
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oldugu da tespit edilmistir (16,27). Yine subakut nikotin uygulamasinin
ratlarda aort endoteli Uzerinde kuguk trombosit agregatlarinin olusumuna
neden oldugu gosterilmistir (47,49,65) (Sekil 5.3). Bizim ¢alismamizdan elde
edilen sonuglar ise 4 saatlik pasif, yogun sigara solumanin bile ratlarda

trombosit agregasyon ve sekresyonunu uyardigini ortaya koymustur.

Sekil 5.3. Bir hafta sureyle yuksek doz nikotine maruz birakilan ratlarda aort
endotelinin elektron mikroskobik gorinumu. Bir interkostal dalin Uzerinde
kiguk bir trombosit agregati gortlmektedir (Pittilo RM. Tobacco Smoking and
Atherosclerosis 1990: 61-78).

GUnumuze kadar elde edilen galismalarin pek ¢ogunda subakut ya da
kronik sigara icimine bagli endotel zedelenmesinin in vivo kosullarda tespit
edilen artmig trombosit agregasyonunun baglica nedenlerinden biri oldugu
bildirilmistir (10,33,47,49). Gergekten, sigara icenlerde gorulen endotel hasari
gerek aterosklerotik kalp hastaliklari ve komplikasyonlarinda, gerekse in vivo
kosullarda gelisebilecek trombosit aktivasyonunda onemli bir etken olabilir
(4,67) (Sekil 5.4). Sigara dumani icinde bulunan birgok maddenin baslica
oksidan hasara yol acarak damar endotelinde zedelenmeye yol actigi
bilinmektedir (49). Bu zedelenmede sigara dumani i¢inde bulunan oksijen

serbest radikalleri, azotlu ve kukurtli oksidan ajanlar, kadmiyum, kursun gibi
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toksik metaller ve demir iyonu gibi gecis metalleri direkt toksik etkiyle endotel
zedelenmesine aracilik edebilirler. Diger taraftan bu maddelerin etkisiyle
aktive olan fagositer hicreler de ylksek konsantrasyonlarda urettikleri
peroksinitrit gibi serbest radikallerle endotel Uzerindeki zedeleyici etkiyi
artirabilirler (40). Sigara dumani i¢inde bulunan oksidan maddelerin endotel
membranindaki lipidlerde peroksidasyona yol acgtigi goOsterilmistir. Lipid
peroksidasyon urunlerinin de yine endotel hlcrelerine toksik etki yaptiklari
bilinmektedir (35,66).

A.
Protein/Enzim
Oksidasyonu
X Trombosit aktivasyonu

D
f Plazma Hedef
. . Molekiil Reaksiyonlar A
Intravaskiiler ONOO-

@ —A’/— EDRF inaktivasyonu NGO o, | (*NO, O,"+, ONOO")

(NO, O,;, ONOOY) NG ’& ) /
0, ﬂ
«No ‘ . Makrofaj

Lipid peroksidasyonu i
/ (LO, LOO) Aktivasyonu
*NQ - L-Arjinin
- .
| é‘(; Guanill g Gevseme
L Siklaz

DUZ KAS HUCRESI

B. Oz: + AHz —_— H202 + A

Superoksit + Vitamin C Hidrojen peroksit .  Askorbik asit
Radikal Anyonu

O+ AH, — HO, AH™

Superoksit + Vitamin C Perhidroksil Radikali . Askorbik asit Anyonu

Sekil 5.4. Sigaranin Neden Oldugu Endotel Hasarinda Rol Oynayan
Mekanizmalar. A) Superoksit (O2) ve peroksinitrit (ONOQO) igeren sigara
dumani oksidan stres olusturur ve *"NO’yu peroksinitrite donlstirerek endotel
bagimli vazodilatasyonu bozar. Ayrica trombosit ve makrofajlarin
aktivasyonuna, lipid peroksidasyonuna neden olur. Vitamin-C ise slUperoksiti
yok ederek °‘NO yikimini, lipid peroksidasyonu ve trombosit, notrofil
aktivasyonunu engeller, oksidan hasar sonucu gelisen damarlarin endotel
bagimli gevseme fonksiyonundaki bozulmayi onler. Stperoksite bagl lipid
peroksidasyon LO® (Lipid alkoksil radikali), LOO® (lipid peroksil radikali)
olusumu ve eNOS (endotelyal NO sentetaz enziminin) blokaji ile sonuglanir
(Heitzer T ve ark. Circulation 1996; 94: 6-9).
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Sigara dumani icindeki oksidan ajanlarin plazma lipidlerinin de
oksidasyonuna yol actiklar bilinmektedir (27,44,60,71) (Sekil 5.5).

@ Monosit -
¥

@ Adezyon
\ KAN
&o) o

igeri gegis
L d

Endotel Hasar Kopiik Hiicreler

Biiylime ve
Fenotip Degisimi

) ' MM-LDL

L}
) N Kolesterol Yiiklu
< .
@ N ¢ Oksidasyon - Makrofajlar
- ()
~.. © .

-~ OX-LDL AR kT
G

Ox-LDL’nin Reseptor Aracili Alinimi

ARTER DUVARI

Sekil 5.5. Okside olmus dusuk dansiteli lipoproteinin (OX-LDL) dogal
LDL’den daha kuvvetli bir aterojenik madde oldugunu pek cok yonulyle
gOsteren oksidatif degisim hipotezinin bir semasi. Kopuk hicrelerin onculleri
olan monositler endotele yapismakta ve sonra subendotelyal araliga penetre
olmaktadir. OX-LDL bu olay! direkt olarak stimule eder ve hafif derecede
okside olmus LDL (MM-LDL) endotel hicrelerinden makrofaj kemotaktik
faktor (MCF-1) salinimini artirarak makrofaj migrasyonunu uyarir. OX-LDL
doku makrofajlarinin membranindaki reseptorlerine baglanir. Reseptorleri
araciliiyla htcre igine alinan lipoprotein molekilleri foam hucrelerinin
olusumuna neden olur. MM-LDL’nin etkisi ile endotel hicrelerden Uretilen
makrofaj koloni stimule edici faktér (M-CSF) monositlerin makrofajlara
donlUsimunld kolaylastirir.  Sonugta, OX-LDL endotel hasarini artirarak
plazma proteinlerinin gegisini ve trombositlerin adezyonunu uyararak
aterogenez gelisimini kolaylastirir (Steinberg D. Circulation 1991; 84: 1420-
1425).
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Sigara i¢enlerin plazmasinda artan okside olmus lipoproteinler; 6zellikle
okside olmus dusuk dansiteli lipoproteinler, damar duvarinda birikme egilimi
gOstermekte ve endotel hucreleri Uzerinde zedeleyici etki yapmaktadir
(19,29,60,62) (Sekil 5.6).

1 PAF-1 t Doku Faktorii

EDRF

- ‘ O ie \

Endotel
| Disfonksiyonu

N
eAnq 18y

Makrofaj

7N
. ~ | OX-LDL

f\/Scavenger (copgii)
Sitokinler ve <€— Temizlikci Reseptor
Biiyuime Faktorleri

Kopiik Hiicre /

Diiz Kas Hiicresi

Sekil 5.6. Okside olmus dustk dansiteli lipoproteinlerin (OX-LDL) aterogenez
gelisimindeki rollind tanimlayan bir sema (Jialal | ve ark. Clin Chem 1996; 42:

498-506).

MCF-1 : Makrofaj kemotaktik faktor

EDRF : Endotel kaynakli gevseme faktori
MM-LDL : Orta derecede okside olmus LDL
M-CSF : Makrofaj koloni stimule edici faktor
PAF-1 : Platelet aktive edici faktor-1

Artan veriler ile, ginumuzde sigara i¢iminin membran lipidlerinde ve
plazma lipoproteinlerinde neden oldugu oksidatif degisikliklerin sigara icimine
bagli endotel hasarina aracilik ettigi kabul edilmektedir (4,16,35,43,66,68).

Sigara i¢iminin neden oldugu plazma lipidlerindeki oksidasyona bagl
kalitatif degisikliklerin yani sira plazma lipid profilinde de kantitatif
degisikliklere yol actigi cesitli arastirmalarla ortaya konmustur (13,44). Bu

calismalarda degerlendirmeye alinan gruplar arasindaki yas, cinsiyet, sigara
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icme aliskanhdi, beslenme ve genetik yapiya bagh farkliliklar nedeniyle elde
edilen sonuglar da farkhliklar gosterebilmektedir. Buna ragmen sigara igimine
bagli plazma lipid profili degisiklikleri konusunda genel bir fikir birligine
varilmis durumdadir. Mevcut verilere dayanilarak sigaranin plazma ¢ok
dusuk dansiteli lipoprotein-kolesterol, duguk dansiteli lipoprotein-kolesterol,
total kolesterol ve trigliserid duzeylerinde artirici etki yaptigi, plazma yuksek
dansiteli lipoprotein duzeyinde ise azalmaya neden oldugu kabul edilmektedir
(13,16,44,77). Sigara igenlerin kan lipid profilinde gorilebilen bu degisiklikler
arter duvarindaki subendotelyal tabakada lipoprotein, kolesterol ve lipid
birikimini hizlandirarak zaman iginde endotelyumun bu tabakadan koparak
ayrilmasina neden olabilir (66). Endotel tabakasini kaybeden damarda aciga
cikan subendotelyal tabaka trombositleri kendine c¢ekerek ve makrofaj
migrasyonunu uyararak bu bdlgede trombus gelisiminin ve inflamatuar
olaylarin artarak ilerlemesine yol acacaktir (66).

Yukaridaki bilgilere dayanilarak arter sisteminde gelisen damar endotel
hasarinin aterosklerotik hastaliklarin baslamasinda ve/veya ilerlemesinde en
onemli etkenlerden biri oldugu ileri surtlmuastir. Sigara icenlerin damar
endotel hucrelerinde gelisen hasar, erken donemlerde dahi bu hicrelerde
PGl; ve NO Uretiminin de azalmasina neden olmaktadir (29,43,59) (Sekil 5.4).
Ayrica yine sigara iciminin NO’nun peroksinitrittere déontsumuna artirarak da
fizyolojik etkilerini azaltti§i ortaya konmustur. Endotel zedelenmesi
sonucunda gelisen PGl, ve NO sentezindeki azalma bu bdlgelerde trombosit
agregasyonunu uyarirken, diger taraftan plazmanin pihtilagsmasi yéninde
prokoagulan aktiviteyi de uyarir (29).

Kronik sigara igicileri Uzerinde yapilan ¢alismalar bu kisilerdeki plazma
fibrinojen ve fibrin yikim Grlnleri dizeylerinin igmeyenlere goére daha yuksek
oldugunu ortaya koymustur (20,34,35). Bu bulgular sigara igenlerde artan
prokoagulan aktiviteyi isaret etmektedir. Plazmada artan fibrinojen ve fibrin
yikim UrUnleri, trombosit aktivatorleri ile aktive olan trombositlerdeki fibrinojen
reseptorlerine de (in vivo kosullarda) uyarici etki yapabilir (20).

Kronik sigara igicilerinde sigara icme suresine bagli olarak devam eden

endotel hasari sonucunda bu bodlgelerde aktive olan trombositler granuler
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iceriklerini sekrete etmektedirler. Trombositlerden sekrete edilen trombosit
kaynakli buyume faktdéri damar duvari diz kaslari ve fibroblastlarda
proliferasyona yol acarak proteoglikanlar ve kollajen gibi ekstrasellller
matriks proteinlerinin Uretimini artirarak bu bdlgelerde damar duvarinin
kalinlasmasina yol acarlar (46,66,79) (Sekil 5.7). Bu nedenle uzun sire
devam eden endotel hasar kronik sure¢ icinde damar lumeni daralmasinin
bir nedeni olarak kabul edilmektedir (46).

Damar duvarinda biriken okside olmus lipoprotein, lipid ve kolesterol
molekdullerinin makrofajlar tarafindan fagositozu ve sindirimi yavas isleyen bir
mekanizmadir (66). Bu nedenle doku makrofajlari aterom plaginin
uzaklastirlmasinda ¢odu kez etkin bir fonksiyon gdsteremezler. Diger
taraftan aterosklerotik damar duvarinda aktive olarak ve kopuk hucrelerine
donusen fagositer hiicreler de trombosit kaynakli buyime faktorini Greterek

aterogenezi hizlandirici etkiye aracilik ederler (66).

Sekil 5.7. Kronik Sigara icimi Karotid Arterlerde intima Hiperplazisini
Hizlandirir.

Sekil a. Kontrol grubu ratlarin karotid Sekil b. Dort hafta sureyle ylksek

arter fotomikrografisi dozda (3-6 sigara / glin) sigara
IEL: internal elastik lamina dumanina maruz birakilan ratlarin
IH: intimal hiperplazi karotid arterlerindeki intimal
(Pekrik PV ve ark. Stroke 1993; 26: hiperplazi.

1409-1414)
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Biriken veriler ateroskleroz etyopatogenezinde rol oynayan damar
endotel hasari, subendotelyal tabakada lipoprotein, lipid, kolesterol birikimi,
monosit, makrofaj migrasyonu, trombosit agregasyonu, damar duvari
kalinlagsmasi ve kan akimi azalmasinda sigara i¢iminin etkili olabildigini
gOstermektedir. Sunulan galismalardan elde edilen sonugclar ise akut yogun
sigara solutma sonrasi deney hayvanlarindan alinan kanda in vitro trombosit
agregasyon ve sekresyonunun aktive oldugunu ortaya koymustur. Bu
bulgular sigara iciminin endotel zedelenmesinden bagimsiz bir yolla da
trombositleri aktive edebildigini gostermektedir. Bu etkiye sigara dumaninda
bulunan oksidan ajanlar kismen de olsa katkida bulunuyor olabilirler. iki farkli
arastirmaci grubu tarafindan yapilan calismalarda superoksit radikali ve
hidrojen peroksitin in vitro kosullarda trombosit adezyon ve agregasyonunu
artirdigi  gosterilmistir (11,57). Bu veriler yukaridaki goérlisu destekler

niteliktedir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismadan elde edilen veriler ile agagidaki sonugclara ulasiimistir.

1. Akut, yogun, pasif sigara ic¢cimi trombosit agregasyon ve
sekresyonunu uyaran 6nemli bir ekzojen faktordur.

2. Yogun sigara icicilerinde akut miyokard enfarktlisi ve ani 6lim
riskinin ylksek oldugu bilinmektedir (64,76). Bu etkide in vivo
kosullarda akut olarak gelisebilecek trombus formasyonunun énemli
bir rolu olabilir. Bu nedenle en azindan oOzellikle yuksek
aterosklerotik kalp damar hastaligi riski tasiyan kigilerin kisa
surelerle dahi olsa, yogun sigara dumanina maruz kalmalari
trombosit aktivasyonuna yol acgarak kardiyovaskuler komplikasyon
riskini artirabilir.

Bu sonuglara ilave olarak akut yogun sigara i¢ciminin in vivo kogullarda

trombosit aktivasyonu ve trombosit agregatlarinin olusumunu uyarici
etkilerinin olup olmadidini arastirmak icin daha ileri fizyolojik, biyokimyasal ve

elektromikroskobik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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OZET

Akut Yogun Sigara Dumani Solutulan Ratlarda Tesbit Edilen Trombosit
Agregasyon ve Sekresyon Degisiklikleri

Bu deneysel calismada akut sigara igiminin trombosit fonksiyonlari tGzerine
etkisini arastirmak amacglandi. Bu amacla Chen ve arkadaslar tarafindan tarif
edilen bir surekli sigara icme modeli kullanilarak deney grubu hayvanlarina
sigara solutuldu. Bu sistem icinde deney grubu hayvanlari 1/10 oraninda
dilue edilmis sigara dumanina bir gun i¢inde 4 saat sureyle maruz birakildi.
Kontrol grubu hayvanlari ise ayni duzenek icinde ve ayni surede sigara
dumani icermeyen oda havasi soludular. Uygulamalari takiben her iki
gruptan alinan kan orneklerinden kan hemoglobin, hematokrit degerleri,
eritrosit, I0kosit ve trombosit sayimlari yapildi. Ayrica trombosit agregasyonu
ve sekresyonu tam kanda Chrono-Log Model 560-VB Agregometre
kullanilarak, impedans ve biyoluminesan teknikleriyle ol¢lldi. Sigara
solutulan gruptan elde edilen kan hemoglobin, hematokrit degerleri ve
eritrosit, trombosit sayilari  kontrol grubundan elde edilenler ile
karsilastiriidiginda aralarinda 6nemli farklar olmadigi gdézlendi. Deney
grubundan elde edilen ortalama Iokosit sayisi ise onemli derecede dusuk
bulundu. Deney grubunda kollajenle indUklenen trombositlerin maksimum
agregasyon hizi, maksimum agregasyon siddeti ve ATP sekresyon degerleri
kontrol grubu hayvanlarinkinden anlamli derecede yuksek bulundu. Bu
sonuglar akut, yuksek yogunlukta sigara ic¢iminin in vitro kosullarda
degerlendirilien trombosit agregasyon ve sekresyon fonksiyonlari Gzerinde
uyarici bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. Gunumize kadar yapilan
epidemiyolojik ve klinik calismalarda genellikle kronik sigara igicilerinde
kandaki trombosit agregatlarinin sayica arttigi ve yine bu kigilerde in vitro
kosullarda degerlendirilen trombosit fonksiyonlarinin uyarildigi gosterilmigtir.
Bizim ¢calismamizdan elde edilen sonuglar ise yuksek yogunlukta solutuldugu
zaman akut, pasif sigara ic¢iminin trombosit agregasyon ve sekresyon
fonksiyonlarini aktive ettigini gostermistir. Bu etkinin in vivo kosullarda da
gerceklesebilecegi dusinildii. Ozellikle aterosklerotik koroner ve periferik
arter hastaligi olan kisilerde akut olarak gelisebilecek ve/veya ilerleyebilecek
tromboembolik olaylar kan akiminda akut olarak degisiklik yapabilir. Boylece
sigara icimi zaten bozulmus olan doku perflizyonunu daha da azaltir ve
dolasim sistemi ile ilgili komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilir.

Anahtar Sozclkler: Sigara icimi; Trombosit agregasyonu; Trombosit
sekresyonu
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SUMMARY

Platelet Secretion and Aggregation Changes Found in Rats Inhaled
Acute Heavy Cigarette Smoke

In this experimental study, it was planned to investigate the effects of acute
cigarette smoking on the platelet functions. For this purpose cigarette was
smoked to the experimental animals by using a cigarette smoking machine
which was described by Chen et al. In that system experimental animals
were exposed to cigarette smoke during 4 hours daily. Control group animals
inhaled room air in the same system during the same period of time.
Following the applications, in blood samples taken from both groups, blood
hemoglobin, hematocrit values, erythrocyte, leukocyte and platelet numbers
were counted. Additionally in the same blood samples platelet aggregation
and secretion functions were measured with Impedance and Bioluminisance
techniques by using Chronolog Model 560-VB Aggregometer. When
compared with the values of control groups, there were no significant
differences between the blood hemoglobin, hematocrit, erythrocyte, platelet
counts of the animals inhaled cigarette smoke. The leukocyte count of the
experimental group was significantly low. Compared with the values of
control group, maximal aggregation rate, maximal intensity and ATP
secretion values of the platelets induced with collagen were significantly high.
Those results showed that acute heavy cigarette smoking had stimulatory
effect on the platelet aggregation and secretion functions that were measured
in vitro conditions. In clinical and epidemiological studies made until today
generally have been shown that in chronic smokers the number of platelet
aggregates in blood increases and again in these people the platelet
functions examined in vitro conditions are stimulated. The results obtained
from our study showed that when smoked heavily, acute, passive cigarette
smoking activated platelet aggregation and secretion functions. This effect
may occur also in vivo conditions. Especially in people with atherosclerotic
coronary and peripheric artery diseases the thromboembolic events
developing and/or progressing acutely may cause acute changes in blood
flow. So cigarette smoking decreases the tissue perfusion much more which
is already destroyed and may have effects on development of the
complications related with circulatory system.

Key Words: Cigarette smoking; Platelet aggregation; Platelet secretion
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