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1.GIRIS VE AMAC

A TSRS

Akut ve kronik bébrek yetmezligi olan hastalarin hemostatik sisteminde

onemli ve karmagik degisikliklerin oldufu bilinmektedir (1-5). Ozellikle kronik 4
bdbrek yetmezligi olan hastalarda daha ¢ok mindr (ekimoz, burun kanamas. .) veya i
major (subdural, retroperitoneal, plevial, perikardiyal, gastrointestinal . ..} kanama
yontnde bir yatkinlik oldugu daha once yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (1-5)
Diger yandan bu hastalarda arteriyovendz fistiil tikanmas: veya diyalizerde kan

pthttlagmast gibi tromboembolik olaylara yatkinlik da izlenebilmektedir (6,7)

Uremili hastalarda trombositlerde, pthtilasma sisteminde yer alan proteinlerde

ve damar vapilarnda nicelik veya nitelik agisindan birgok anormalliklerin olustugu
bilinmesine ragmen bu bozukluklarin patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Olas
mekanizmalardan birinin diisiik molekiil agilikl: tiremik toksinlerin birikimi oldugu
diigtiniilmektedir. Ornegin; Guanidinosuccinic acid ve phenolic acid gibi molekiilerin
platelet factor (PF) 3 sahmmm ve adenosine diphosphate (ADP) ile indiiklenen
trombosit agregasyonunu azalttigy gosterilmistir (8- 10). Diger taraftan kronik bébrek
yetmezlifi olan hastalarda prostoglandinlerin  6zellikle glomerii] kapillerlerinde
vazodilatasyon yapict etkileri yaminda trombositleri aktive ettikleri ve koagiilasyon

yolunu indiikledikleri bilinmektedir (1)

Y

Kronik bébrek yetmezligi olan hastalarda bir tiir ekstrakorporeal dolagim olan
hemodiyaliz isleminin kendisinin de hemostatik sistemde degisiklikler yapti:

bilinmektedir. Ornegin, hemodiyaliz hastalarinda diyalizer membran yapisi ve akis

sisteminin trombosit aktivasyonunda 6nemli 1ol oynadifn gosterilmistir (12, 13).
Ekstrakorporeal dolasim suasinda kanmn pihtilasmasim engellemek igin kullanilan

heparinin de hemostatik  sistemde kanama yoniinde bir vyatkinhk yarattig

bilinmektedir

Uremili hastalardaki onemli hipotezlerden biri, hematokrit degeri ile

ttombositlerin  damar duvarma . adezyonu arasinda pozitif  bir iligki oldugu

yoniindedit. Bu nedenle dializ iglemi sirasinda olusan ani voltim degisikliklerinin




ve/veya diiiretik kullamim1 nedeni ile yiikselen hematokait degerinin kan vizkozitesini

arttuatak tromboemboli y6niinde yatkinliga yol agtigi ileri stirtilmektedir (14, 15).

Uremili hastalarda faktoér IX, XI ve XII gibi dtsiik molekiil agulikli prhtilasma
faktorlerinde idrarla artan kayp nedeni ile plazma diizeylerinde azalma oldugu

bilinmesine ragmen, diger faktrlerin (faktor II, V, VI, VIII, X ve XII) arttign

gosterilmistir (5). Bu artig daha gok hipoalbiiminemi nedeni ile artmis olan sekonder
hepatik senteze baglanmaktadun. Ancak bu hastalarda klinikte faktor diizeyleri ile

tromboembolik olaylar arasinda direkt bir iligki saptanamamugtir (6,7).

Utremili hastalarda trombositlerin primer hemostatik sistem igindeki rollerinde

onemli bir yer tutan von Willebrand faktsr (vWF) ile de iliskili baz1 anormallikler

bulunmaktadr  Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda ristosetin kofaktor

aktivetisinde azalma, vWF antijen diizeyinde ise artma oldugu gésterilmistir (16, 17).

Bu hastalarda vWF fonksiyonel olarak antijenik diizeyinden daha az aktivite

gostermektedir Klinik olarak kriopresipitat infiizyonu veya desmoptessin verilmesi

ile kronik bébrek yetmezligi olan hastalarda uzamig olan kanama zamammn

kisalmasi, artmig olan kanamaya yatkinhk egiliminde, vWF aktivitesinde azalmanin

dnemli rolii oldugunu disiindinmektedir

Literatiirde kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda hemostatik sistem

degisiklikleri i¢inde onemli bir yer tytan trombositlerin aktivasyon gostergelerinin

akig sitometresi ile degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Hemediyaliz igsleminin

bu konuda etkilerinin incelendigi az sayidaki calismada celigkili sonuglar

bildiriimektedir (18-20). Trombosit fonksiyonlarinimn degeilendirilmesinde ise daha

¢ok agonistlere karsi agregasyon yamtlarinin Olgtildiigti caligmalar ver almaktadir

(21). Trombosit fonksiyonlarimn klinikte degerlendirilmesinde yakin zamanda

geligtirilen basit, pratik, etkili ve yeni bir yéntem olan “platelet function analyser

(PFA)” kullamlarak yapilan bir ¢calisma heniiz bulunmamaktadir

Bu calismanin amaci, kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda tek bir

hemodiyaliz igleminin trombosit aktivasyonu ve fonksiyonlar lizerine olan etkisinin

akis sitometresi ve PFA yontemleri kullamlarak degerlendirilmesidir




1. GENEL BILGILER

Bobrek yetmezligi ile kanama arasindaki iliski ilk defa 1764 yilinda Giovan

Batista Morgagni tarafindan farkedilmis ve o giinden beri treminin stk goriilen

komplikasyonlarindan biri olarak rapor edilmisdir (22). Dializ tedavisinin bagladif i .

ilk giinlerde klinik bir problem olarak karsilagilan, asim gastrointestinal ve abdominal iH

organ kanamalarmdan dolay1 birgok hasta kaybedilmistir (1) i

Modern dializ teknikleri ve eritropoetin kullanimi ile aneminin diizeltitmesi,

tremik kanama siklifini azaltsa da, hala bu hastalarda cerrahi ve invaziv

prosediirlerde kanama riski devam etmektedir. .

2.1.UREMIiK KANAMA PATOGENEZI

Son 30 yildwr fizerinde yapilan arastirmalara ve bazi anormalliklerin tespitine

ragmen, ltemik kanamanin  nedenlerini tam olarak ortaya cikarmak miimkiin

olmanugstir. Patogenezin multifaktoriel oldugu kabul edilmekle beraber (Tablo 1 ),

trombositler arasi ve trombosit damar duvarn arasindaki iliskinin Gnemi iizerinde |

durulmaktadir (5, 23 ). Uremiklerde, idealden uzak olsada, kanama zamaninmn i

(trombositler, vaskiiler fonksiyon ve eri}:rositlerden etkilenerek ) klinik kanama igin

hala gergek bir prediktdr oldugu kabul edilmektedit (24) .

Trombosit disfonsiyonun dogasini arastumak, dializin trombositler ve

koagiilasyon iizerine olan kompleks etkileri nedeniyle her zaman zor olmugtur (12,

18,19). Ortalama bir dializ seansindan sonra, karekteristik olarak trombosit fonksiyon !ii‘

testlerinin bozulabilecegi (20, 21) veya diizelebilecegi (25, 26) gosterilmistir Ikinci J I

dereceden kanitlar trombositlerin dializ membraniyla aktive olduklarimi ve sonraki

stimulus igin refrakter hale gelerek, trombosit fonksiyon testleri iizerindeki

paradoksik  etkilerin agiklanabilecegini géstermektedir (27).




Uremik kanamanin nedenini arastiran c¢alismalarda, ADP ve serotonin

uzeyinde azalma ile bitlikte olan trombosit a-graniillerinde anormallikler (26, 28) ve

arasjdonat metabolizmasindaki defektler (29) rapor edilmislerdir. Bunuala birlikte ,

Klinik sendromu hangisinin 6n planda tetikledigi konusu tartigmalidit Son zamanlarda
'yéi)llaﬂ caligmalarda , spesifik 1eseptorlerin  kazamlmig defektleri sonucunda

rombositlerin  fibrinojene ve von Willebrand faktsre (VWEF) baglanmasindaki

defektler (25) gosterilse de, tiremik kanamada vWF'iin rolu hala tartismalidir (17, 30-
32).

Uremik hastalarda , 1,25-dihidroksi vitamin D3 tedavisi ile diizeltilebilen

-~ trombosit kalsiyum igerigi artigt ve trombositlerin stimulasyonu sonrasinda anormal

- '_kalsiyum mobilizasyonu bildirilmistir (33, 34) Trombositlerin fonksiyonlart i¢in

sitoplazmik veya ekstrinsik Ca** gerektigi bilindiginden, tiremik kanama ile iliskili

'Erombosit disfonksiyonunundan bu durum sorumlu tutulmugstur (34) .

Kronik bébiek yetmezligi olan hastalarda sekonder hiperparatiroidizmin bir

sonucu olarak dolasan parathormon (PTH) duzeyi artmigtiz. Parathormonun trombosit

agregasyonunu in vitto olarak inhibe ettiginin gosterilmesiyle (35) , kanama

patogenezinde bir roliiniin olabilecegi diistiniilmiistiz. Fakat kanama zamani ile PTH

- fragmanlann arasinda bir korelasyon gosterilememesi nedeniyle (36) , iiremik

. trombosit disfonksiyonu iizerine énemli bir etkisinin olmadig! sonucuna varlmigtit




Tablo 1. Uremik Kanama Nedenleri

A. Trombosit Anormallikleri ]
1. Azalmig yogun granil icerigi
2 Azalmus intraseliiler ADP ve serotonin L :
3. Trombosit o-graniil proteini ve p-tromboglobulin salimimmda ;' -
bozulma '
Artmis intraseliiler cAMP

Anormal trombosit Ca ** mobilizasyonu

Anormal trombosit aragidonik asit metabolizmasi
Anormal trombosit agregasyonu

Siklooksijenaz aktivitesinde bozulma

Lol -

Aktivasyona bagli GP [b-Illa aktivitesinde anormallikier

10. Uremik toksinler, dzellikle paratiroid hormon

B. Anormal Trombosit- Damar Duvar Iliskisi
1. Anormal trombosit adezyonu

2. Vaskiiler PGI, olusumunda artma

3 Von Willebrand faktor degisikligi

C. Anemi )
1. Kan reolojisi degisikligi
2. Eritropoetin eksikligi

D. Anormal nitrik oksid firetimi

E. llac tedavisi
1. p-Laktam antiobiotikler
2. Ukglincil jenerasyon sefalosporinler

3. Nonsteroidal anti inflamatuar ilaglar




- 2.2. UREMIDE TROMBOSIT DiISFONKSiYON PATOGENEZI

Uremide trombosit disfonksiyonundan sorumlu bir g¢ok faktdriin oldugu
diistintilmektedir. Ozellikle tizerinde durulan ti¢ faktor, lirtemik toksinler, anemi, ve

~ pitrik oksiddir (6).

- 2.2.1.0remik toksinler

Akut dializin trombosit disfonksiyonu iizerine gorillen yararl: etkileri, kanama
zamamni normale getirmese de, dolagsan toksinlerin énemine dikkat ¢ekmektedir (6) .
Yine normal kigilerde, dietin ayarlanmas: ile , BUN degeiinin 60 mg/dl'den 120
mg/dl ' ye cikarilmasiyla trombosit adhesivitesinin bozuldugu ve kanama zamann
uzadify gosterilmistir (2) Muhtemelen iirenin tek bagina en énemli trombosit toksini
olmadifi disiiniilmektedir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda kanama zamani ve
BUN  arasinda ongéritlebilecek  bir  korelasyon kurulamamistir  (37)
Guanidinostiksinik asid, metilguanidine, hidroksifenilasetik asid, fenolik asid ve orta
aguliktaki ( mol agirlilig 500 ile 3000 dalton arasinda olanlar ) diger molekiillerin

potansiyel toksinler oldugu sanilmaktadir.

Trombosit fonksiyonlarimin tremik toksinlerden nasil etkilendigi tam olarak

bilinmemektedir. Normal trombositlerin iiremik serum iginde bekledildigi in vitro

etkiledigi diistiniilmektedir (38) .

2.2.2. Anemi

Anemi kronik bobrek yetmezliginin sik gorilen bir bulgusudur ve primer
olarak bobrekte eritropoetin tiretiminin azalmasina baghdir: Aneminin derecesi ile
kanama zamanindaki uzamammn derecesi arasinda korelasyon olabilecedi gdsterilmigtir
(6) . Dahas1 , aneminin kan transfiizyonu veya eritropoetin ile diizeltilmesi siklikla

trombosit fonksiyonlarim diizeltmektedir.




Reolojik faktorlerin anemi ve trombosit disfonksiyonu arasindaki iligkide

 snemli rol oynadiklan diisiiniiimektedir (6) . Hemotokrit %30 ' un tizerindeyken,

eritrositler damarin merkezinde yer alirken, trombositler endotelyal yiizeye yakin bir

tabaka halinde bulunurlar Trombositlerin endotelyal ylizeye yakinliklari, onlarin

endotelyal hasar oldugunda bir ataya gelerek vapigmalanini ve trombosit tikag '

"-"._olu;;tuxmalanm kolaylastirmaktadir  Anemi ile birlikte, tombositlerin dagildig1 ve

' ‘bununda endotelyal tutunmayi azalttig bilinmektedir ‘B
- 2,2.3.Nitrik oksid

Nitrik oksid ( NO; EDREF ) endotelyal hiicreler ve trombositler tarafindan
iiretilen bir trombosit agregasyon inhibitériidiir. Uremik hastalardaki ¢alismalarda
| trombosit NO sentezinin arttifi ve endotelyal hiicre kiltiirlerinde ise tremik
plasmanin NO sentezini simile ettigi gosterilmigtir (39) . Nitrik oksid sentezindeki
artigin, bu durumda  nitrik oksid i¢in” bir prektirsdr olan, iremik bir toksin
guanidinosiiksinik asidin artmasimna bagli olabilecegi diigtintilmektedir (22) . Bu
bulgular klinik olarak omemli olabilir, ¢linkil firemik ratlara nitrik oksid sentez

inhibitérii verilmesiyle kanama zamaninin normale déndiigii gosterilmistir (40).

2.3.UREMIiK KANAMADA KLINIK BULGULAR

Ekimoz, purputa, epistaksis ve girisim yerlerinden kanama iireminin en sik
gorillen hemorajik komplikasyonlarindandir. Intrakranial  veya gastrointestinal

kanama gibi agu klinik tablolaia daha az siklikta rastlanir.

QGastrointestinal kanama akut bobrek yetmezliinde daha ¢ok goriilsede,
kronik bobrek yetmezlifinde de bulunabilit. Peptik ulser, hemorajik 6zofajit ve
gastrik telenjiektazi iist gastrointestinal kanamanin stk goriilen nedenlerindendir (41,
42). Hemorajik perikarditi takiben gelisen kardiak tamponad ve hemorajik plevral il
efflizyon , yine dializ tedavisinin basladig ilk yillarda sik bildirilirken , giiniimiizde
daha az gorillmektedir. Aniden ortaya gikan kanmn, sut veya kalca afnsiyla beraber




fan basmcinda diigme  spontan retroperitoneal kanamanin bir bulgusu olabilir
Retroperitoneal kanama tespitinde bilgisayarl tomografi degerli bir yontemdir.
‘Karacigerin spontan subkapsiiler hematomu dnemli komplikasyonlardan biridir (43).
"::Klinik bulgular daha ¢ok sag fist kadran ve epigastirumda afri, karaciger lizerinde
':'.hassasiyetin olmasi, ates ve hemotokrit duguklugti ile karekterizedir Kronik
emodializ hastalarindaki diger bir problemde subdural hematomdur. Klinik bulgular

bas agrisi, bulanti, nobet, hipertansiyon, confiizyon ve koma seklinde goriilebilir.

Giiniimiizde dializ teknolojisinin gelismesi nedeniyle ,liremik kanama daha

cok ekimoz ve girigim yerlerinden kanama seklinde gortilmektedir

2 4.UREMIDE TROMBOSIT DiSFONKSIYONUNUN TEDA ViSi

Asemptomatik kisilerde herhangi bir tedavi gerekli degildir Bununla beraber,
aktif olarak kanayan ve cerrahi bir girisim uygulanacak hastalarda, trombosit

disfonsiyonunun diizeltilmesi gereklidir (44)
2.4.1.Aneminin Diizeltilmesi

Kronik bobrek yetmezlifi olan bir ¢ok hastada hemotokritin 30 'a kadar
¢ikarilmasiyla , kanama zamaninin normal diizeylere yaklastip1 gosterilmistir (14, 45).
Bu bulgular trombosit agregasyonunun ve endotele trombosit adezyonunun
artmasiyla iligkili bulunmustur (45). Hematokrit akut olarak eritrosit transfiizyonu ile
diizeltilebilecegi gibi (14), kronik olarak rekombinan insan eritropoetini verilerekte
diizeltilebilir (45). Trombosit fonksiyonlarindaki diizelme hemotokrit degerni
yiikseltildigi stmrda kaldifi miiddetge devam edecektir.

Eritropoetinin  trombosit fonksiyonlanm  diizeltici ek etkileri olabilir.
Eritropoetinin  trombosit membranlarindaki GPIIb-IlIa  molekiilletinin  sayistu
arttirdifn (45) ve trombosit proteinletinin trombin aracili fosforilasyon bozuklugunu

diizelttigi gosterilmistir (46) .-




42 Kriyopresipitat ve desmopressin

Kriyopresipitat; von Willebtand faktér, fibrinojen ve fibronektinden

engin bir plazma iiriintidir. Uremik hastalarda kriyopresipitatin kanama zamamm

as1l diizelttifi tam olarak belli degildir (47). Infiizyonu sonrasinda plasma fibrinojen

ompTe s ar T rer o

e von Willebrand faktorde hafif bir artig gosterilebilmistir Ancak kriyopresipitatin
éydalanmn muhtemelen von Willebrand faktdr tizerinden olabileceginin gosterilmis

Imast nedeniyle , von Willebrand fakt6riin sahmimini artiran sentetik antiditiretik

ormon derivesi, desmopressinin etkili olabilecegi bulunmustur (48). Kriyopresipitat

ulfamumu infeksiy6z komplikasyon riski nedeniyle sumli olmustur.

Basit ve toksisitesi az olan desmopressinin uzams kanamanmin akut

tedavisinde kullanilmas: 6nerilmektedir (48, 49) . Desmopressinin en az hastalarin

;_E.'yansmda etkili oldugu ve etkisini endotelyal depolardan faktér VIII: von Willebrand

'_f faktdr multimerleri saliimmi arttizarak gosterdigi bulunmustur (50). Intravendz
uygulanmas: halinde 50 ml serum fizyolojik igerisine 0.3 pg/kg dozunda 15 ile 30
“dakikada verilmesi ®énerilmektedir. Alternatif olatak aym dozda subkutan veya 3

| ug/kg dozunda intranazal olarak uygulanabilir (7) . Desmopressin uygulanmasi ile

kanama zamanindaki diizelme 1 saat iginde baglar ve 24 saat kadar devam edebilir.
Desmopressin ile bitlikte aneminin diizeltilmesi kanama zamamn iizerine aditif bir etki

yapabiliz (6) . ’

2.4.3.Dializ

Hemodializ veya periton dializinin her ikisininde vakalarin iigte ikisinde ;

kanama zamamm diizeltebildikleri gosterilmistit (3, 4) . Aktif kanamasi olan

hastalarda dializde hepatin kullamm: nedeniyle periton dializi 6nerilmektedir

Bunun]a beraber dializin kanama riskini ortadan kaldirdigini séyleyemeyiz. Kan ile

dializ membran: arasindaki iligki nedeniyle devamli bir trombosit aktivasyonu s6z

konusudur ve trombosit iligkili proteinlerin salinmasiyla , trombositlerde bir titkkenme i

halinin ortaya cikisi ile bitlikte kanama riski artabilecektir. Diigiik molekiil agirhikl ”“ :

hepatin uygulamas:t (51) ve minimal veya regional heparinli, antikoagiilansiz,




sstosiklinli veya regional sitrath hemodializ modalitelerinin basarili olabilecegi

gééterilmigtir (52).

2. 4.4.0strojen

Bobrek yetmezlifi olan hastalarda kanamalarda ostrojenlerin kullanmi ,

s or

amileligi swasinda kan Ostrojen diizeyi artan , Von Willebrand hastahifi olan

dinlarin, anormal  kanamalarinin azalmasi ile dugtiniilmiistir (53) Kanama

amantnin daha uzun stire kontrolii hastalara konjuge Gstrojenler( 2 5-25 mg oral, 0.6

mg/kg intravendz 5 giin siireyle veya 50-100 pg transdermal 6stradiol haftada 2 kez)
verilmesi ile saglanmugtir (11, 54-56). Bu ajanlarin etkileri ilk giin baglar ve 5 veya 7

:giinde en iist seviyeye cikarken (11, 54-56), tedavi kesildikten sonrada bir hafta kadar

devam etmektedir. Ostrojenlerin hangi mekanizma ile etkili olduklan tam olarak

bilinmemektedir. Ostrojenletin nitrik oksid prekiirsérii olan L-arginin tretimini

azaltarak (57) , nitrik oksid olusumunu azalttiklar1 ve bunun sonucunda trombosit

reaktivitesini arttirarak etkili olduklari diigiinfilmektedir (11).

2.5.,TROMBOSITLER

25.1.Yam

\

Trombositler megakaryositlerin fragmantasyonundan kaynaklanan 2-5 pm

capinda 0,5-1 ym kalinlifinda 5-7 um3 hacminde, niikleus icermeyen, bikonveks,

yuvarlak ya da hafif oval sekilde olan hiicrelerdir (58-60). Viicutta total 10"

diizeyinde bulunmasina karsin dolasan kandaki trombositler yaklasik 7 mL kadar bir

hacim olusturmaktadirlar Dolagan trombositler total trombosit kitlesinin 2/3' tni

olusturmakta olup , geri kalan 1/3' i dalakta sekestre edilir ve her iki havuz denge

halindedir (60) Dolasan trombositlerin degisim oran: giinde litrede 35x10° diizeyinde

olup ortalama yasam stireleri 7-10 gilindir (58-60). Trombositler May

griinwald/Giemsa ile boyanan yaymalarda kiigiik, yuvarlak, bazen elonge, dizensiz
patcaciklar olarak goriiliirler. Azurofilik mor graniilasyon, yaklasik 30 lekeden ibaret

olarak mavi sitoplazmadan aynmlanabilir. Aktivasyon bagsladiktan sonra graniller




cantralize olur ve sitoplazma homojen bir hal alu (60) Graniiller elektron

oskobunda yuvarlak sekilli, yaklagik 300 nm boyutlarinda, tek bir membranla

5.1.1.Trombosit graniilleri

Alfa graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar olmak lizere 3 tip granii]

“tammlanmustir,
2.5.1.1.1.Alfa graniiller

Alfa graniiller trombositlerdeki azurofilik graniillerin vyaklasik %85'ini
olustururlar. Alfa grantillerin icerdii ¢ok sayidaki substans iki grup halinde
planabilir. Ik grup spesifik trombosit proteinlerini, ikinci grup ise plazma ya da
“doku molekiillerini igerir. Bunlar, ya prokoagiilan etki gostererk, ya trombositlerin
adezyon ve aggregasyonlarim uyararak, ya da onamm progeslerini hizlandirarak
hemostaz aktivatéili islevi gosterirler Bu faktorler, saliverme fazi swrasinda
trombositlerden ¢evie ortama salinular(60) " Grey platelet syndrome" olarak
bilinen, aggregasyon yitimi ve hemorajik diyatezle sonuglanan tabloda trombositlerde

alfa granil eksikligi soz konusudur ( 58-60) .

- 2.5.1.1.2.YoZun graniiller

A

Tim graniilierin %10' unu kapsar. Tipik olaiak, vezikiiler membrandan

belirgin bir halo ile ayrilan opak partikiiller olarak gorilinler. Merkezi partikiildeki
yogunlugun, olduk¢a bol miktarda kalsiyumun bulunmasina bagli  oldugu
dustinilmektedir. Kalsiyumdan bagka yogun cisimcikler adenozin difosfat (ADP),
adenozin trifosfat (ATP) ve serotonin gibi salinan gesitli maddeleri depoladig: gibj,
katekolaminlet, pirofosfat ve ortofosfatianda igerir . Yogun cisimcikler, endojen ADP
salimmina sekonder aggregasyonun olmavisi ile katakterize Hermansky Pudiak

sendromunda eksiktir (58-60).




.1.1.3.Lizozomlar

Daha az sayida olup yalmizca asit fosfataz, aril siilfataz gibi sindirici
enzimlerden birinin varhfinda gosterilebilir. Sikatrizasyon sirasinda hemostatik

tikacin eliminasyonunda rolleri vardir (59, 60).
2.5.2.Islev
Trombositlerin en &nemli islevi damarlazda zedelenme oldugu zaman

- mekanik bir tika¢ olusumunu saglamaktii. Bunu adezyon, sekresyon, aggregasyon ve

prokoagiilan 6zellikleri ile gergeklestirirler.

- 2.5.2.1.Trombosit adezyonu

Kan damarlarinda olusan hasar sonucu subendotelyal bag dokusunun agiga
¢tkmasi ile trombositler bu bélgeve yapisirlar{ adezyon) Trombositler ile damar
duvan1 arasinda olusan etkilesim sirasinda bir gok adezyon molekiilii 10l alir. Von
Willebtand faktdr bir yandan subendotelyal mikrofibriller ile baglanitken diger
vandan trombosit membranmdaki glikoprotein Ib (GPIb) ile baglanir. GP IIb-1lfa
reseptdr kompleksi de trombositlerin vWF aracilif ile damar duvarina yapismalarm
saglayan ikinci bir baglanma noktasint olusturur. Subendotelyal bolgedeki kolajen
molekiillerine yapisma ise GPla aracihig ile olmaktadir Trombosit adezyonu sonras:
olusan bir dizi metabolik reaksiyon ile trz)mbositlerde saliverme, sekil degisikligi ve
aggregasyon olusumu baglamaktadir. Trombositler daha kiiresel bir sekil
almaktadirlar ve uzun pseudopotlar olusturaiak trombosit-trombosit ve trombosit -

damar etkilesimlerini arttirmaktadirlar (59-62) .
2.5.2,2.Trombosit saliverme (release) reaksiyonu
Trombositlerin kollojen ile karsilasmalari ve/veya trombin etkisi ile

graniillerde bulunan ADP, serotonin, fibrinojen, lizozomal enzimler, beta

tromboglobulin (B-1G), trombosit faktsr 4 (PF4) gibi maddeler saliverilirler.




Alfa grantil glikoproteinleri ve bu proteinlerin saliverilisi, trombosit
aktivasyonu i¢in son derece duyarli bir gosterge olarak kullanilmaktadir. Ciinkd bu
substanslar yogun grantllerin saliverilisi icin gerekli uyandan daha dustik uyan ile

saliverilebilitler

Aynca kollajen ve trombinin etkisi ile ttombosit prostoglandin sentezi artar
Protein kinaz C araciligy ile protein fosforilasyonunu aktive eden diasilgliserol ve 41%

~ intraselliiler kalsiyum iyonlanmm salinimuina yol acan inositol trifosfat saliverilmesi

olusturur.  Ayrica tromboksan A;, cAMP  diizeylerini dustirerek  salrverme

reaksiyonunu arttirir (59-62).

2.5.2.3. Trombosit agr'egésyonu

Ortama salinan ADP ve tromboksan A, ile hasarli bolgede daha fazia sayida
trombositlerin agregasyonu gergeklesir Yeni katilan trombositler de aktive olarak
daha fazla saliverme reaksiyonuna yol agarlar ve olusan bu pozitif' geri beslenme

sayesinde hasarli endotelyal alanda yeterince biiyiik bir plak olusumu saglamr (59-
62),

2.5.2.4.Prokoagiilan aktivite

Trombositlerin saliverme reaksiyonu ve agregasyonu takiben agiga ¢ikan
trombosit faktsr-3 koagiilasyonun iki énemli basamaginda rol oynamaktadir. Aktive
faktdr IX ve VIII ile birlikte faktor X aktivasyonunda rol alan trombosit faktor-3, aym
zamanda aktive faktér X ve V ile birlikte protrombinin trombine doniigtiiriilmesi

basamaklarinda yer almaktadir (59-62).

2.6.TROMBOSIT AKTIVASYONU

Damar icinde pasif olarak dolasan trombositler, damar duvannda bir it
zedelenme yada yabanct bir viizeyle temas sonucunda hizla adezyon, sekil degisikligi,

saliverme ve agregasyon gostererck lokalize bir hemostatik tikag olustururlar (61)

Trombosit aktivasyonu, trombosit yiizeyini etkileyebilen degisik uyarici ve inhibe




edici sinyallerle modile edilen dinamik bir progestir (61). Trombositler, bu gesitli
.'.'uyarllall algilayan spesifik membran reseptorleri tagilar. Bu reseptorler yoluyla

alinan sinyalleri hiicre icinde bulunan ikincil habezciler kompleks bir biyolojik yanita

dsntstiirtirler (62).

- Trombosit yaniti iki grup halinde simflandinlabilir (62):
1. Adezyon, sekil degisikligi ve primer agregasyon (reversibl yanit)

2 Saliveris reaksiyonu ve sekonder agregasyon (irreversibl yanit)

1. Reversibl yamt, trombositlerin endotel hiicre tabakasi arasindaki
bosluklarin kapatilmasi, biyiime faktotlerinin  alfa graniillerinden
saliverilisi ve subendoteldeki kiigiik defektlerin onarmm gibi fizyolojik
islevieri;

2. Irreversibl yamt ise trombositlerin hemostatik iglevlerini igerir (62-64).

Uyartya ilk fizyolojik yanit, disk seklinde ve diizgin olan trombositlerin
adezyonu ve sekil degisikligidit Iki-ic saniye igerisinde kiire seklini alan
trombositlede 7-8 saniye icerisinde uzun psudopodlar belirir (65, 66). Trombositlerin
kiite seklini almasi, graniillerinin  merkezilesmesi ve kontraktil hiicre iskeletinin
kasilmas1 sonucu ortaya gikar (67). Sekil degigikligi sirasinda plazma membraninin
yiizeyl de genislemektedir Bu da olasihkla yizeyle baglantils "agik kanalikiiler
sistem"in disa agilmasmin bir sonucudur (68). Fizyolojik kosullarda gekil degisikligi,
agregasyon ve saliverilige dnctilik éder ve bir dngerekliliktir (10,68). Sekil degisikligi

sirasinda trombositlerin prokoagiilan aktiviteleri de artmaktadur (69).

Cesitli fizyolojik substanslar trombositleri aktive etmektedir Bunlarin iginde
en Snemlileri, trombositlerin adezyonunu uyaran vWE ve kollajen; koagiilasyon

sisteminde olugan trombin; aktive trombositlerden saliverilen endoperoksidiet/TXAz

ve ADP; dolagimda bulunan epineftin ve vazopressin; ve uyarilmig nétrofil ve

makrofajlardan salinan trombosit aktive edici faktsrdiir (PAF) (62)

Trombositler aktive olduklarinda trombosit membranindaki lipid dagiliminda

degisikler olmakta ve negatif ylikld fosfatidilserinin bilyiik bir bolimii membramn dig




3__ yiizeyine ¢ikmaktadur (70). Aktive trombositlerin bu 6zelliginin hemostatik progeste
bityilk Onemi vardir. Negatif yiikli fosfolipidler faktsr IXa, fakt_ﬁr VIiia ve
kalsiyumdan olugan bit kompleks aracilign ile faktsr X'un faktér Xa'va ve yine faktor
- Xa, faktdr Va ve kalsiyumdan olugan bir kompleks aracihig ile protrombinin trombine
doniiglimiini belirgin olarak arttirmaktadir(71-73). Istirahat halindeki trombositler,
membranin dis yiizeyinde fosfatidilkolin ve sfingomyelin gibi nétral fosfolipidleri
icerdikletinden faktdrXa yada trombin olusumunu uyarma kapasiteleri disiiktiir(70).
Trombositlerde faktdr Va icin 1000-2000 adet yiiksek afiniteli baglanma bolgeleti
bulunmaktadir (74). Trombosite bagh faktsr Va , f'aktc‘jf Xa i¢in bir reseptérdiir ve
frombosit bagina faktdr Xa i¢in 200-3000 baglanma bdlgesi bulunmaktadn (74).
Aktivasyon suasinda ayrica, koagilasyon ve fibrinolizisde énemli rolleri olan yiiksek
molekiil agirhkh kininojen(HMWK), faktér Xlla, faktor XIIIa, aktive protein C ve

plazminojen i¢inde baglanma bolgeleri eksprese edilir (75-77).

kompleks olugturarak bunlan inaktive eden trombosit aktivatér inhibitorii (PAI-1) ide
salivermektedir (78). Alfa grantillerde bulunan PAI-1'in yalmzca %5' aktif durumda
olup geri kalan biiyiik bolimi latent formdadir Aktive trombositlerden saliverilen
TGF-p 1se endotel ve diiz kas hiicielerinde PAI-1 ekspresyonunu uyarmaktadir ve by
hiicrelerde olusan PAI-1 aktif formdadir (78).

2.6.1.Trombosit aktivasyon belirtecleri

\

Son yirmi yil igerisinde aragtirmacilar pretrombotik va da trombotik
durumun belirlenmesi amaciyla in vivo olarak aktive trombositlerin varhgim

gdstermeye yonelik duyarli ve spesifik yontemler gelistirmeye ¢alismislardir. Bunlar:
a.Dolasan trombosit agregatlar: (79,80),

b. Aktive trombositlerden saliverilen ve plazma ya da idrarla saptanan metabolitler

(PF-4, B-TG, 2,3-dinor-TXB,, 11-dehydro-TXB,) (81, 82)




¢ Immunolojik yéntemler
(platelet- associated FXIII, GP-IIb-Illa, LAMP-1 ve -2, GP-53, GMP-33, GMP-140)

©(83,84)

Trombositler normal kosullar altinda dolagimda istirahat durumunda bulunurlar
ve bircok fizyolojik agonistlerden bir veya bitkaci ile uyarildiklart zaman trombosit
adezyon ve agregasyonuna yol agan degisikliklere ugrarlar Bu degisiklikler in vivo
kosullarda olabilecekleri gibi, in vitto kosullardan da ©®nemli oranda
etkilenmektedirler (85). Trombosit aktivasyonunun degerlendirilmesi amaciyla
kullamlan PF-4, B-TG, tromboksan metabolitlerinin serum ve idrarda olgtimii gibi
biokimyasal yontemlerin ¢ofunlugunda uygulanan manipiilasyonlar nedeni ile teknik
hatalarin dogurdugu yamiltic test sonuglan ile karsilasmak miimkiindiir. Bu nedenle

klinik olarak yagin kullanim alani bulamamusglardir.

Akis sitometrik yontemletle, trombosit aktivasyonu sirasmda trombosit
yiizeyinde olusan degisikliklerin  degerlendirilmesi yoluyla da trombosit
aktivasyonunun monijtozize edilmesi miimkiindiir. Ozellikle tam kan ydnteminin
kullanildig1 durumlarda, trombositler dogal ortamlarn i¢inde analiz edilmektedirler ve
santifiigasyon gibi teknik nedenlerle trombosit aktivasyonuna yol agarak yaniltic
sonuglar sonuglar dogurabilecek manipiilasyonlar bulunmamaktadir Bu nedenle
trombosit aktivasyonlarimin  degerlendirilmesinde akig sitometrik  ydntemlerin
kullamiimasi, PF-4, B-IG, trorr\lboksan metabolitlerinin serum ve idrarda Slglimii gibi
biokimyasal ~ yontemler kullanildigi analizlere gbre daha dofru ve giivenilir

sonuglarin almmasi saglamaktadir (84).

2.7.TROMBOSIT AGREGASYON CALISMALARI

Trombosit agregasyonu, bir trombositin difer bir trombosite yapismasim
tanimlayan bir terimdit Bu olay trombositten zengin plazma veya tam kana agregan
maddelerin (agonist) konulmas: ile indiiklenebilit. Trombosit agregasyonunun
olugabilmesi i¢in kalsiyum, fibrinojen, plazma faktorleri ve agregan ajanlara

gereksinim bulunmaktadir. Kullamlan agregan ajanin tipi ve konsantrasyonuna gore




© alman yamtlar farkli olmaktadir. ADP, epinefiin, kollajen ve ristosetin agonist olarak
klinikte en sik kullanilan maddelerdit Agonist olarak bu maddelerin kullanilmasinin
nedeni in vivo kosullarda da bu maddelerin trombosit agregasyonunda rol

almalarindan kaynaklanmaktadir (61, 62)

ADP ve epinefrin trombosit organellerinde bulunan ve primer hemostatik
plak olusumu sunasinda aktive olan trombositlerden salinan ve trombosit
agregasyonunu arttiran maddelerdir. Kollajen ise, trombositlerde bulunmayan ancak
damarlarda olusan hasar sonrasi agiga ¢ikan ve trombositleri aktive ederek agregasyon
ve primer hemostatik plak olusumunu saglayan bir dizi reaksiyonun baslamasina yol
acan ilk maddelerdir. Bu nedenle in vitro galigmalarda trombositlerin yanitlarinin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadirlar. Trombin, aragidonik asit, kalsiyum
ionophore, ristosetin, bovine faktt: VIII ve serotonin ise daha ¢ok 6zel durumlarda ve

deneysel ¢calismalarda kullanilan agonistlerdi

Primer ve sekonder olmak iiZere in vitro olarak iki tip agregasyon yaniti
sz konusudur. Primer agregasyon reversibldir ve saliveris reaksiyonu olusmaz
Sekonder agregasyon ise saliveris ile birlikte irreversibldir.  Trombositlerin
agregasyonu, fibrinojenin baglananabilecegi fibrinojen reseptdrlerinin  belirmesini
gerektirir  (62). Primer agregasyon hiicre dist ortamda kalsiyum ve/veya
magnezyumun vatlifinda ve diisiik konsantrasyondaki bir agonistin uyarimiyla
gerceklesir Bu agregasyon ve disagregasyon, fibrinojenin resepttiiine baglanip
aynlmastyla iligkilidir.  Yiiksek \agonist konsantrasyonundan sonra gézlenen
irreversibl agregasyon ise baglica saliverme reaksiyonunun bir sonucudur Biiyiik
trombosit agregatlarimn olusumuna ADP, aragidonik asitten olusan endoperoksidler
ve [XAj, yogun cisimciklerden salinan kalsiyum ile alfa graniillerinden salinan
adezif proteinler aracilik eder. Alfa graniillerin saliverilmesi, trombosit yiizeyinde
vitksek konsantrasyonda fibringjen, fibronektin, trombospondin ve vWF saglar (62)
Alfa graniil ve yogun graniil igeriklerinin saliverilmesi tiim trombosit agonistleri ile
uyaridan sonra gdzlemlenebilitken, lizozomal sahveris , yalnizea yiksek

konsantrasyonda trombin ya da kollajen ile olasihdir (86). Saliverme reaksiyonu

sirasinda ekstraselliiler alana gegen endoperoksidler/T XA, 'nin olusumunun trombosit




- yamitini reversiblden irreversible doniisiimiinde anahtar rol oynadig: diistintilmektedir

| (87-89).

Trombosit agregasyon calismalan glintimiizde trombosit
~ fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kullanilan en duyarl in vitro testlerden biridir.
: Diger bir ¢ok teknikle tant konulmasinin miimkiin olmadifi bir ¢ok hastalikta, hem
‘tanisal hem de tedavi etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir,
Trombositlerin degisik agonistlere kargt gosterdikleri yamitlar arasindaki farkliliklar,
trombasteni, Bernard-Soulier sendromu, von Willebrand hastalifs ve non-steroidal
- antiinflamatuar ilaglatin etkileri gibi konjenital veya kazamlmus bir ¢ok fonksiyon

bozuklugunun tamsinda kullanilmaktadir.

Klinikte trombosit agregasyon testleri agregometie adi verilen cihazlar:
ile yapilmaktadir Bu cihazlann iki farkli sistemle ¢alisan tipi bulunmaktadir. Optik
sistemle ¢alisan agregometrelerde trombositten zengin plazma kullanilirken, impedans

agregometrelerinde tam kan kullamlmaktadir

2.7.1. Optik agregasyon testleri

Ik kez 1962 vilinda Born tarafindan trombositten zengin plazma drneklerinde
ttombosit agregasyonunun degerlendirilmesi amaciyla gelistitilen kalorimetrik bir
testtir (90).
)

Optik agregometereler sabit dalga c¢alisan spektrofotometrelerdir. Ornegin
kondugu 37 C 'ye 1sitilmis bir béliim bulunmaktadir. Omegin igine konulan metal bir
cubukguk manyetik ortamda, trombositlerin bitbirine temasim arttumak igin
karigtinic: olarak kullamlmaktadu Optik sistemle c¢alisan agregometreler icin
antikoagiile kan 6megi disiik santrifiij hizinda gevrilerek trombositten zengin plazma

ve yiiksek hizda gevrilerek trombositten fakir plazma elde edilmektedir.

Optik agregometrenin ¢aligma prensibi, spekirofotometredeki érnek boliimii
icinden. gecen 1sifin transmisyonunda olugan degisikliklerin zamana gore
kaydedilmesi temeline dayanmaktadir. Ornek kabmna trombositten zengin plazma

konuldugu zaman trombositlerin varligl nedeniyle 1518in bir kismi sogrulmaktadur ve




:bu deger %0 olarak kabul edilmeltedir. Omek kabmna trombositten zengin plazma
konuldugu zaman ortamda trombosit olmadig1 igin 151k minimal sofrulmaktadir ve
'Yuksek olan bu transmisyon degeri %100 olarak kabul edilmektedir Trombositten
zengin plazma igine trombosit agregasyonuna yol agan bir agonist eklendifi zaman
srombositler agrege olmakta ve 1513in transmisyonu zaman iginde artan agregasyona
paralel olarak artmaktadr. Zaman icinde 1s1§m transmisyonunda olusan bu
degisiklikler grafik olarak kaydedilmektedir. Bu sekilde olusan agregasyon egtilerinin
egimleri ve dakikalar igindeki oranlan hesaplanarak agregasyon yanitlari

degerlendirilmektedir.
2.72 Tmpedans agregometresi ile yapilan testler

Tam kan yontemi ile trombosit agregasyonunun impedans metodu kullanilarak
degerlendirilmesi ik kez 1980 yiinda Cardinal ve Flower tarafindan

gergeklestirilmigtir.

impedans agregometresi ile yapilan cahigmalarda antikoagiile tam kan
kullamlmakta olup trombositten zengin plazma ve trombositten fakir plazma
hazirlanmasma gerek bulunmamaktadir. Caligma sistemi optik sisteme gore oldukga

farkhdir

Yine 37 C ‘ye isitilmus ve metal gubukguk ile kanstinlan Smek igine
elektronik bir prob konulmaktadir. P:u prob iistiinde iki ince metal tel bulunmaktadir.
Probun 8tnek icine daldinimastyla birlikte, metal tellerin ustil trombositler ile tek bir
kat seklinde kapatiimaktad Bu nedenle iki metal tel arasma milivolt diizeyinde
elektrik yiikii uygulandii zaman bir elektriksel direngle kargilagilmaktadur ™ Ohm "
olarak Slciilen bu direng bazal deger (0 Ohm) olarak kabul edilmektedir. Ardindan
ortama agonist eklenmesi ile birlikte trombositler metal tellerin iizerinde agrege
olmakta ve iki metal tel arasindaki direng artmakitadsr. Artan ditencin zaman igindeki
degisimi grafik olarak cizdirilerek agregasyon egrileti elde edilmektedir. Belirli bir
zaman dilimi icinde olusan direng degisikligi, izlenen maksimum direng degisikligi
veya dakikadaki maksimum degisiklik hizi (grafigin efimi) gibi parametreler "ohm"

cinsinden agregasyon yaniti olarak degerlendirilmektedir.




Impedans agregometresi ile yapilan Slgiimler i¢in trombositten zengin plazma
ve trombositten fakir plazma hazulanmasina gerek bulunmamaktadiz. Bu nedenle tam
kan Omegine trombosit aktivasyonuna yol acarak agregasyon yamtlarmi
etkileyebilecek olan santrifiigasyon gibi islemler uygulanmamaktadn. Ayrica
trombositler kendi dogal ortamlan iginde incelendikleri icin , trombosit
fonksiyonlarinda etkili olabilecek bir ¢ok labil faktdr ve diger hiicreler ortamdan
uzaklagtinlmamaktadir, Testlerin degetlendirilmesinde optik sistem kullanilmadig
icin lipemik, trombositopenik veya dev trtombositleri olan hastalarda da impedans

agregometresi  glivenle uygulanabilmektedir. Tim bu fakitiler impedans

agregometresi ile yapilan ¢alismalarin degerini optik sisteme gore arttumaktadir,
2.8.AKIS SITOMETRESI

2.8.1.Calisma Ilkeleri

Akig sitometre, sivi bir ortam icinde dagilmis olarak bulunan hiicre veya
partikiillerin  6zelliklerinin incelendigi bir tekniktir. Partikiil veya hiicreler tek sira
seklinde 6zel bir b6lmeden istenen hizda akarak gecetler Bu sirada incelenecek olan
hiicrelerin {izerine belirli bir dalga boyunda laser 15181 gonderilir ve hiicrelerden
yanstyan 15180 Ozellikleri  ahicilar  tarafindan  kaydedilerek  bilgisavara
degerlendirilmek iizere aktanlir. Alicilardan biri hiicrelerin buyiikliklerini , digeri
graniilaritelerini ve bir diferi ise yansittiklann fouresans yogunlugunu allarlar Bu
bilgiler, bilgisayar yard1m1\ ile  histogramlar seklinde korele edilerek
incelenebilmektedir. Hiicreler tek sma halinde alicilarin Oniinden gectigi i¢in, ¢ok kisa
bir stire iginde binlerce hiicrenin her birinin 6zelliklen tek tek kaydedilebilmektedir.
Histogramlar iizerinde biiyiiklitk ve graniilaritelerine gore degisik alanlarda toplanan
hiicre popiilasyonlarimn etrafina ¢izilen pencereler ile sadece istenilen popiilasyonlar
Uzerinde deZerlendirme yapmak miimkiindir. Floresans ile baglanmis monoklonal
antikorlar  kullanilarak incelenen  hiicielerin  tizerindeki  antijenik  yapilar
tamnabilmektedir. Bylece hiicre yiizey isaretleri ‘Saptanatak normal veya patolojik
hiicrelerin tiplendirilmesi yapilabilmekte ve hastalik durumlaninda tedavilere
verdikleri monitorize edilebilmektedir. Akis sitometre ile, siispansiyon haline

getirilebilen her hiicre popiilasyonu tizerinde ¢aligma yapmak miimkiindiir (91).




2.8.2.AKis sitometre ile yapilan trombosit ¢ahismalary

Akis  sitometrik  yOntemlerin trombosit ¢alismalarinda kullamlmasi,
fizyolojik ve/veya patolojik durumlarda trombositlerin davramsglar konusunda birgok
bilgi edinilmesini saglamgtir. Trombositlerin yabanci ortamlar ile karsilagmalar:
fizyolojilerini degistirmektedir Kan alimi sirasinda turnike uygulanmasi, vene igne
ile girilmesi, enjektdr i¢ine kamn aspire edilmesi, kan 6rneginin tiiplere konulmas: ve
trombositlerin diger hiicrelerden izolasyonu igin uygulanan manipiilasyonlar sizasinda
trombositlerde bir¢ok fizyolojik degisiklik  olabilmektedir (86). Bu nedenle
trombositler ile cahsma yapilmas: zordur. Ozellikle tam kan yontemleri kullamlarak
yapilan akis sitometrik ¢aligmalarda bu sorunlar timiyle asilamasa da biiyiik oranda
azaltilabilmektedir (85) Tam kan yénteminin akis sitometre ile yapilan ¢aligmalarda
bir ¢ok yonden iistiinligii bulunmaktadir Bu yontemde mikrolitre diizeylerindeki kan
orekleri c¢alisma i¢in veterli olacagindan bebeklerde, trombositopenik hastalarda
calismalatin  vapilmasi miimkiindiir. Tam kan yonteminin kullamlmas1 sirasinda
trombositlerin  santrifiigasyonu ve ylkanmalann gerekmemektedir. Bu nedenle
trombositlerin aktivasyonuna yol acarak test sonuglanim etkileyebilecek olan
manipiilasyon hatalari en aza indirilebilmektedir. Aynica akis sitometre ile trombosit
subpopiilasyonlarinin yamitlarim ayn ayn degerlendirmek miimkundir, B-TG veya
PF-4 &l¢iimleri ile trombosit aktivasyonlammin  degerlendirilmesi bu olanag:
saglavamamaktadiz. Birgok fizyolojik ve patolojik durumda akis sitometre ile
trombosit ylizeyi iizerindeki antijenik yapilar taninarak trombositlerin idantifikasyonu
yapilabilmekte, aktivasyon durumlart ve agonistler ile uyarildiklar1 zaman

gosterdikleri aggregasyon yamtlar1 incelenebilmektedir

2.8.3.Trombosit  aktivasyonu  sirasinda  olugsan  trombosit membran

degisikliklerinin akis sitometrik yontemlerle gosterilmesi

ADP veya epinefiin gibi zayif bir agonist ile trombositlerin stimiilasyonu
trombosit GP IIb-Illa kompleksinde fibrinojen reseptdr bolgesini aciga cikarak
fibrinojenin baglanmasim kolaylagtiracak sekilsel bir degisiklige yol agmaktadir ve

trombosit-trombosit agregasyonu olusturmaktadir Trombositler agrege olduklarinda
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veya trombin ya da damar duvarindaki kollajen gibi kuvvetli bir agonist ile

uyarildikiatinda ise degraniilasyon olusmaktadir. Degraniilasyon sirasinda granil

embrami hiicre vyilizeyine tasinmaktadir ve granil membranindaki spesifik

glikoproteinler neo-antijen olarak aktive trombosit membraninda belirmektedi.
Trombosit graniillerinden salinan proteinler bu esnada trombosit yiizeyine
yapigmaktadiz. Tum bu deBisikliklerin akig sitometrik yéntemlerle saptanmasi

miimkiindiir (31).
2.8.3.1. GP IIb-II1a kompleksinde ve fibrinojen molekiiliinde olan degisiklikler

Trombosit aktivasyonu sirasinda GP IIb-1Tla kompleksinde olan degisiklikler
. bit kag yolla gosterilebilir. Omegin aktive hale gelmig GP 1b-Illa kompleksine kargi
gelistirilmis olan monoklonal antikorlar (PAC-1) aracilifn ile (92), ya da aktivasyon
sonucu GP IIb-Illa kompleksine vyapigan fibrinojen molekiilii, anti-fibrinojen
poliklonal veya monoklonal antikorlar ile saptanabilir (93). Aktive olmug GP Ib-Illa
kompleksi daha diisitk afinitede olmak tizete vWE ve fibronektin igin de 1eseptér
ozelligine sahiptit. Bu nedenle aktive olmus trombositlerin tasidiklarn VWF ve
fibronektinin , bu molekiillere karsi gelistirilmis poliklonal veya monoklonal

antikorlar ile gisterilmesi de miimkiindiir (94, 95).

Aktive olmus GP IIb-llla kompleksine baflandifi zaman fibrinojen
molekiiliinin  kendisinde de sekil degisikligi olmaktadir. Bu yeni degisikligi
saptayabilen monoklonal antikorlann\ kullanilmas1 ile aktive olmus frombositlere
yapismis olan fibrinojenin, plazmadaki fibrinojenden bagimsiz olarak goriilmesi

miimkiindiir (86).

Aktive olmus GP IIb-IIla kompleksine fibrinojen molekiiliiniin yapismasi
ile GP IIb-Illa kompleksinde yeni bir sekilsel degisiklik ortaya ¢ikmakta ve boylece
LIBS (ligand induced binding sites) adi verilen yeni epitoplar olusmaktadir Bu
epitoplara karst gelistirilen monoklonal antikorlar jle de aktive trombositlerin

saptanmas: miimkindiir (95).




§.3.2.Alfa graniil membran antijenlerinin gosterilmesi

Trombosit aktivasyonunun gdsterilmesi, degraniilasyon sonucu trombosit
yﬁzeyinde beliten graniil membian antijenlerinin  saptanmas) yoluyla da
_yapilabilmektedir. GMP-140 ( granule membrane protein) bunlar iginde ilk
animlanan antijenlerden birisi olup PADGEM ( platelet activation dependent granule
external membrane), CD 62 antijen ve P-selektin olarak da adlandinlmaktadr (96,97).
GMP-140 alfa graniillerin membranlan tizerinde bulunmaktadir. Ayrica yogun
- graniillerin membranlar1 iizerinde de gdsterilmigtir (98) Istirahat durumundaki
trombositlerin  yiizeyinde 1000 molekiilden daba az sayida iken, trombosit
aktivasyonu ile hiicre bagma 10000 molekiilin {izerine gikmaktadir (99, 100),
Selektinler ailesinin bir iyesi olan P-selektin, ELAM-1 (E-sclektin) ve lenfosit
homing reseptér (L-selektin) gibi bir adezyon molekiiliidiit (97-101). Natrofiller ve
monositler icin yapisma yeti olan p-selektinin aktive trombositlerin RES hiicreleri

tarafindan dolagimdan uzaklastinimasinda 1ol oynadig1 diisiiniilmektedir(101).

Alfa graniilllerin membranlarinda bulunan GMP-33 de P-gelektin gibi
istirahat halindeki trombositlerde ¢ok az sayida bulundugu halde, aktivasyonla
ekspresyonu belirgin olarak artan bagka bir antijendir(101)

Trombositlerdeki alfa graniillerin iginde bulunan ve aktivasyon ile ortama

salinan trombospondin ve PF-4, degranillasyondan sonra trombosit iizerindeki
]

reseptorlerine baglanmaktadir Bu nedenle trombosit lizerinde bulunan trombospondin

de trombosit aktivasyon gostergesi olarak kullamlabiimektedir (102)
2.8.3.3.Lizozom membran antijenlerinin gisterilmesi

Trombositlerdeki lizozomlarin membranlarmda bulunan GP-53 veya CD63
olarak bilinen bir glikoproteininde trombosit aktivasyonu ile hiicre zapnda
ekspresyonu artmaktadir (93) Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bu proteine diger

hiicrelerde ve tiimér hiicrelerinde de rastlanabilmektedir (104)

Lizozomal membranlarda  bulunan ve aktivasyon ile trombosit

membranlaninda ekspresyonu artan diger iki protein LAMP-1 ve LAMP-2' dir.




~ 2.8.3.4.Yogun cisimcik membran antijenlerinin gosterilmesi

Granulophysin  yogun granil membraninda  bulunan ve trombosit

- aktivasyonu ile ekspresyonu artan diger bir antijendir (97).
2.8.3.5.GP-Ib ekspresyonundaki azalisin saptanmasi

Trombin ile olusan trombosit aktivasyonu sirasinda, ylizeye baglanan
kanalikiiler sistem ve alfa granill membranlarindaki GP-lIb-Illa kompleksinin
translokasyonu nedeni ile GP IIb-ITla kompleks ekspresyonu artarken diger taraftan
kanalikiiler sisteme sekestrasyonu nedemi ile GP-Ib ckspresyonunda azalma

olmaktadir (103).

Tim bu yontemler, trombosit aktivasyonundaki kiigiik degisikliklerin
duyarli bir gostergesidirler ve bu nedenle in vitro kosullarda trombosit

aktivasyonunun gésterilmesi amaciyla yaygm olarak kullanilmaya baglanmustir.

2.9. TROMBOSIT FONKSIiYON ANALiZORU (PFA-100)

PFA —-100 in vitro olarak stimiile edilen vaskiiler hasar sonrasi olugmus
trombosit adezyon ve agregasyonu olaylarini test eden bir alettir. PFA-100 sistemi ile
kazamilmis, konjenital, veya trombositleri inhibe eden ilaglara bagli trombosit
disfonksiyonu saptanmaya ¢ahisilmaktadn. Trombosit disfonksiyonu ile iligkili olan
durumlar iiremi, von Willebrand hastalifn (vWD), asetil salisilik asid ve benzeri

ajanlarin kullanmimina bagh olabilir (105).

PFA-100 sistemi ile kiigilk voliimdeki antikoagtile tam kanla trombosit
fonksivonlanimin hizli bir sekilde degerlendirilebilir PFA-100" iin tek kullanimlik
kartuslarinda belli sayida kapillerden olusan bir yapi, kan &rneginin konuldugu bir
1ezervuar ve orta boliimde bir membran bulunmaktadir. Trombositler yitksek gerilim

altinda, kan rezervuaundan kapillerlere dogru membrandan gegecek sekilde aspire




§3 edilirler. Membran subendotelyal bir piotein olan ve trombositlerin kolayca
yapisabildikleri kollagen ile kaplidir. Membrandan gegerken trombositlerin kollagene
yapismasi trombosit aktivasyonu i¢in fizyolojik bir uyan olmaktadir. Ek olarak
: membran, agregometre testletinde trombositleri aktive etmek i¢in siklikla kullanilan
| kollagenin fizyolojik agonistleri epinefiin veya ADP ile kaphdir PFA-100 testinin
- baglangicinda Trigger Solilsyon ile &6nce membran yikanir. Test esnasinda
trombositler kollagenle kapli membrana yapisirlar. Sonra agregometride oldugu gibi
trombositler ADP veya epinefrinle karsilaginca aktive olarak graniil igeriklerini
bosaltirlar ve agregatlar olugtururlar. PFA-100 sisteminde, trombositlerin agregasyonu
ile membranda trombosit tikaci olugur ve kan akimi giderek azalarak durur. PFA-100
cihazi, testin baglamasindan membranin trombosit tikaci ile tikanmasi arasinda gecgen
zamani Slger ve bu aralifi kapanma zamani ( Closure Time) olarak bildirir Kapahma
zaman analize edilen tam kan 6meginde trombosit fonksiyonlarmin bir gostergesidir.
Beklendigi gibi, PFA-100 sisteminde trombosit tikaci olusumu trombosit sayisinin
ve/veya aktivitesinin digikligiinden , yetersiz plazma von Willebrand  faktir

aktivitesinden ve hematokritten etkilenir (106-108).

Kollagen/epineftin (COL/EPI) test kartusu intrinsik trombosit bozuklugu
sonucu olusan trombosit disfonksiyonunu, von Willebrand hastaligini veya trombosit

inhibitdrii ajanlarla kargilagilmast durumlaring tespit eden bir kartusdur,

Kollagen/ADP (COL/ADP) test kartusu, COL/EPI test kartusu ile elde edilen
]
anormal sonucun, asetil salisilik asid veya diger medikasyonlara bagh olup olmadigin

test etmek i¢in kullaniimaktadir




3.GEREC VE YONTEM

3.1.CALISMA GRUBU

Bu c¢alisma Antalya Ozel Olbia Dializ Merkezi’'nde diizenli hemodiyaliz ]
programinda olan ve yaslart 20 ile 76 (ortanca 54/yil) arasinda degisen 21 kadin, 24 | >

etkek toplam 45 kronik bobrek yetmezligi hastasinda yapildi Hastalarla ilgili

demografik veriler tablo-2'de gosterildi Hastalarin hig birinde ailede kanamali

hastalik, splenektomi oykiisii ve son 10 giin icinde trombosit fonksiyonlarm

etkileyecek bir ila¢ kullanimi (aspirin ve NSATI) yoktu. Son 10 giin ig¢inde infeksiyoz

veya inflamatuar bir komplikasyon geciren hastalar ¢alisma kapsamina alinmadi

Hastalarda hemodializ islemi 3 5-5 saatlik seanslar seklinde haftada 3 kez arterivo-

venodz fistiil veya kateter lizerinden ve seliiloz membranlar (seliifoz diasetat veya

hemofan) kullanlarak yapilmakta idi. Hastalarin 36 tanesi erittopoetin kullanirken, 9

tanesi kullanmiyordu Hastalardan kan Sinekleri, hemodializ isleminden hemen 6nce

ve islem sonrasinda olmak tizere 21 gauge igne ile turnike uygulanmaksizin, fistiil

veya kateter olmayan koldan 2 cc hacimli K3 EDTA ve 3 adet 1.8 cc hacimli %3 8

oraninda sodyum sitrat igeren vakumlu tiiplere alindi Tiim analizler kan drneklerinin

alinmasindan sonra en gec 2 saat igerisinde gergeklestiriidi.

TABLO 2.Hastalarm demografik vérileri

Yas (v1l) 54 (20-76)
Ortanca (min-max)
Cins (erkek/kadin) 24/21

Sigara icen/icmeyen 7/38

Hemodializ siiresi (ay) 31 (2-123)
Ortanca (min-max) .
Eritropoietin dozu (iinite/hafta) 10777 £ 3546
Ortalama = SD
PTH (pg/mL) 2796+3765
Ortalama + SD
Ferritin (ng/mL) 5468 + 486.6

Ortalama = SD




3.2.TAM KAN SAYIMI

Tam kan sayumi Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvariinda
bulunan Cell-dyne 3700, Abbott otomatik tam kan sayim cihaz1 kullamlarak ciftli
caligma ilkeleri ile yapildi

3.3.TROMBOSIT FONKSIYON ANALIiZORU

Hemodiyaliz islemi Oncesi ve somasinda alinan sitrath kan orneklerinde
trombosit fonksiyonlarinin degerlendirilmesi igin Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali Laboratuvari'nda bulunan Dade Behring marka PFA-100
cihazi (Dade Behring PFA-100, Dade Behring Inc.,, Newark/USA) kullamidi Bu
amacla aym firetici firma tarafindan hazilanan kollogen/epinefrin (Dade PFA
Collagen/Epinephrine (COL/EPI) Test Cartridge, Dade Behring Marburg GmbH,
Marburg/Germany) ve kollogen/ADP (Dade PFA Collagen/ADP (COL/ADP) Test
Cartridge, Dade Behring Marburg GmbH, Marburg/Germany) kartuslan kullamlarak
kapanma zamanlat: (closure time) olgtildii. Laboratuvarin normal refetans degerleri

COL/EPl icin 85-165 sn, COL/ADP igin 71-118 sn olarak kabul edildi.

3.4 MONOKLONAL ANTIKORLAR

Akig sitometresi ile yapilan Olgiimlerde incelen partikiillerin trombosit
olduklarinin gosterilmesi amaciyla insan trombosit glikoprotein ITb-Illa kompleksi
antijenine kargi gelistirilmis olan mouse monoklonal antikor (anti-CD41-FITC,

Immunotech ) kullanildi.

Aktive trombositlerin saptanmasi amaciyla insan trombosit CD-62 (p-selektin)
antijenine kars: gelistirilmis olan ters renk floresan ile direkt olarak bagli mouse

monoklonal antikor {(anti-CD62-PE, Immunotech) kullamldi.




3.5.AKIS SITOMETRIK ANALIZ

Trombosit aktivasyon analizleri Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali Laboratuvari’nda bulunan akig sitometre cihazi (Epics XL~

MCL, Coulter Electronics INC , FL, USA) kullamlarak gergeklestirildi.

Akis sitometrisi ile yapilacak analizlet igin tam kan ySntemi kullanildi, Kan
srnekleri, hastalardan alinmasi takiben en geg 30 dakikalik siire i¢inde laboratuvara
nlagtirilds ve SpL kan 6rnegi, 50uL Hepes-buffered saline (HPS) (0.145 mol/L. NaCl,
5x107 mol/L KCL, 1x10 ~ mol/l. MgSO,, 0.01 mol/L. Hepes, pH 74) ve SuL
monoklonal antikor (anti-CD41-FITC veya anti-CD62-PE veya negatif izotopik
kontrot) iceren tiiplere konuldu Orneklerin 20 dakika siire ile katanlik bir ortamda ve
oda sicaklifinda inkitbasyonunu takiben 0.5 mL %21Tik formyl saline(%0 9 NaCl
i¢inde formaldehyde) konularak trombositler dilue ve fikse edildi En ge¢ 2 saat

icinde akis sitometresi ile 6lglimler yapildy

Akis sitometresi 15 mikron ¢apindaki boncuklar (Immunocheck, Coulter
Electronics, Inc., FL, USA) ile kalibre edildikten sonra tam kan yontemi ile hazulanan
stnekler cihaza verildi. Parcalanmus hiicre artiklan: ve elektronik kirlilik 6n sa¢inin
(forward scatter) tizerinde ayarlama yapilarak uzaklagtirildi Oncelikle trombositler
biiyiikliik ve graniilaritelerine gore hiicrelerin dagihmlarini gosteren On (forward) ve
90 derecelik yan saginim (right angle light séutter) histogram: kullamlarak, eritrosit ve
16kositlerden aynldi ve trombositler ile ilgili analizler belirlenen bu bolge tizerinde
gerceklestirildi  Analiz bélgesindeki partikiillerin en az % 98'inin CD41 tagidigt
gosterildi (CD41 pozitif partikiil ylizdesi). Aktive trombosit orammn saptanmasi icin
analiz bolgesindeki partikiillerden negatif izotopik kontrolim floresansinda daha
yogun anti-CD62-PE floresans gosterenlerin total partikil igerisindeki yiizdesi (CD62
pozitif trombosit yiizdesi) saptandi. CD62 floresans yogunlugu, yani trombosit bagina
diisen ortalama CD62 molekiil miktarinin indirekt bir gﬁstergesi olarak ortalama kanal

numarast (mean channel number) kullanild:




3.6 ISTATISTIK

istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi ( SPSS for Windows,
Version 10.0, SPSS inch., IL, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Hemodializ dncesi
. ve sonrast gozlenen degisikliklerin degerlendirilmesinde non-parametrik "Wilcoxon's

signed-rank test" veya "Shapiro-Wilks" testi ile normal dagilim dzelliginin saglanmasi

kosulunda "paired t-test" kullamldi1 Korelasyonlar igin "Spearman's rank correlation

" coefficients" kullanildi. 0.05'den kiigiik "p" degerleri anlaml: olarak kabul edildi.




4.SONUCLAR

1. Kronik bibrek yetmezligi olan hastalarda hemodiyaliz islemi ncesinde ortalama

(SD) 10.5=16 g/dL olan hemoglobin konsantrasyonu ve 0.32+0 05 olan

hematokrit oramnin islem sonrasinda anlaml olarak artarak suast ile 11.4=2.1 ve

0.35=0.7 diizeylerine ulagtig: saptandt (p<0.001). (Tablo 3)

2. Hastalarin hemodializ islemi sncesindeki ortalama (SD) trombosit sayilarl

(202461 x 10°/L) ve trombosit volimleri (9.06x1.78 fL) ile hemodializ islemi
$

sonrasindaki ortalama trombosit saylari (239£132 x 10%L) ve trombosit

voliimieri (8.85+1.17 {L) kargilagtirldiginda anlamlt bit degisiklik izlenmedi

(p>0.05). (Tablo.3)

3. Alks sitometri sonuglar

a. Trombosit viizeyinde eksprese olan CD41 antijen yogunlugunun indirekt bir

gostergesi olan ortalama kanal numarasinin hemodializ éncesi ortalama (£SD)

439+1 08 olan degerden islem sonrasinda anlamh olarak azalarak 3.95+1 28

deperine diistiigli saptandi (p<0.005). (Tablo.4)

b, Hastalarda CD62 ekspresyonunu gosteren aktive trombosit yiizdesinin de

hemodializ islemi sonrasinda (0.22+0 17) oncesine gore (0.30+0 20) azaldig
]

belirlendi (p<0.001). (Tablo.4)

Hastalarda hemodializ islemi 6ncesindeki her bir trombosit bagma diisen p-

selektin molekiil yogunlugunun bit gostergesi olan CD62 ortalama kanal

numaralarr (1 77£0.56) ile hemodializ sonrasindaki CD62 ortalama kanal

numaralan (1.76£0 67) karsilastmldiginda anlamli bir degisiklik izlenmedi

(p=0.870) (Tablo.4)




. 4. PFA sonuglar

a. Hastalarm PEA-100 cihaz ile 8lciilen hemodializ dncesindeki ortalama (£5SD)

kollogen/epinefiin kapanma zamaninin (236 2£60 3 sn) hemodializ sonrasinda
anlamli (210 0=62 9 sn) olarak azaldig: saptandi (p=0.043). (Tablo.5)

Hastalarin hemodializ 6ncesindeki kollogen/ADP kapanma zamanlari
(179.2+68 7 sn) ile hemodializ sontas1 kollogen/ADP kapanma zamanlar
(170.0=70.5 sn) karsilastinldiginda anlamli bir degisiklik izlenmedi
{(p=0 501). (Tablo 5)

Hemodializ éncesinde hastalann 7 (%16) 'sinde kollogen/epinefiin kapanma
zaman: normal smitlarda iken, 38 (%84) 'inde uzun oldugu saptand: Kapanma
zaman: uzun olan 38 hastamn 10 (%26) 'unda hemodializ sonrasi bu siirenin
normale geldigi gorildii. Hastalarin 14 (%36) finde ise hemodializ sonrasi
kapanma zamanlarinin belirgin olarak azaldig1 ancak normal sinirlara inmedigi

goriildi.

Hemodializ &ncesinde hastalarin 10 (%23) unda kollogen/ADP kapanma
zamani normal sinirlarda iken, 35 (%77) 'inde uzun oldugu saptandi. Kapanma
zamani uzun olan 35 hastanin 8 (%22) 'inda hemodializ sonrasi bu siirenin
normale geldigi gortildii. Hastalarin 14 (%40) 'tinde ise hemodializ sonrasi
kapanma zamanlarinin belirgin olarak azaldig1 ancak normal sinitlara mmedigi

gorildi.

5. Hemodializ islemi 6ncesi ve sonrasinda kollagen/epinefrin ile kollagen/ADP

arasinda anlaml pozitif korelasyon oldugu saptandi (p<0.05) (1ablo.6).




Tablo 3. Hastalarin hemodializ islemi éncesi ve sonrasindaki hemogram ‘verileri

Dializ 6ncesi
Ortalama = SD
Ortanca (min- max)

Dializ sonrasi
Ortalama + SD
Ortanca (min- max)

. P &egeri-'_.'_.

Hemoglobin

(g/dD)

105+1.6
10.6(7.3-13.8)

114+21
11.4(8.1-15.4)

<0.001

Hematokrit
(%)

324£51
32.2(22.2-43.2)

350+ 6.9
34.5(24.4-50.4)

<0.001

Trombosit sayisi
(x10°/L)

201 = 61
192 (90-420)

239 £ 131
214(71-900)

0.116

Trombosit volumu

| (fL)

906178
8.41(7-15)

§85=117
8.77(6.71-11.10)

0.597

Tablod. Hastalarin hemodializ islemi 6ncesi ve sonrasmnda akis sitometresi ile

dlciilen trombosit akt

jvasyon gostergeleri

Dializ 6ncesi
Ortalama = SD
Ortanca (min- max)

Dializ sonrasi
Ortalama = SD
Ortanca (min- max)

P degeri

CD41 MCN

439+ 108
4.71(2.26-6.42)

3.95+] 28
4.02(1.61-6.95)

0 005

CD62 (%)

0.30 £ 020
0.30 (0.02-0.58)

022017
0.20 (0.02-0.55)

0.001

CD62 MCN

1.77+ 056
1.64(1.09-3.12)

176 = 0.67
1.71(1.02-4.46)

0.870

Tablo 5. Hastalarin hemodializ islemi tncesi ve sonrasmda PFA ile dlciilen

trombosit fonksiyon

gostergeleri

Kapanma zamani

(sn)

Dializ dncesi
Ortalama £ SD
Ortanca {(min- max)

Dializ sonrasi
Ortalama = SD
Ortanca (min- max)

P degeri

Kollogen/epinefrin

(sm)

236 = 60
247 (96 - 300)

210 =63
191 (93 - 300)

0.043

Kollogen/ADP
(sn)

179 + 69
157 (83-300)

170+ 70
155 (55 - 300)

0.501




Tablo 6. Hemodializ 6ncesi PFA ile dl¢iilen kapanma zamanlar1 arasidaki

korelasyonlar

Kollogen/ | Kollogen/
epinefrin ADP
Kollogen/ r=0292
Epinefrin p=0.05"
Kollogen/ |r=0292
ADP p=005%*

Tablo 7. Hemodializ sonrasi PFA ile dl¢iilen kapanma zamanlar: arasindaki

korelasyonlar

Kollogen/ | Kollogen/
epinefrin ADP
Kollogen/ r=0298
Epinefrin p=0.047%
Kollogen/ {1=0298
ADP p=0047*




ARTISMA

Kronik bobrek vetmezliginde hemostatik sistemde izlenen degisikliklerin

rgok faktore bagl oldugu bilinmektedir (6,7). Bu anormalliklerde trombositlere ait

;;el yada nitel bozuklukiarin énemli bir yer tuttugu bir cok ¢alismada gdsterilmigtir

.5) Bu hastalarin trombosit fonksiyonlannda izlenen bozukluklardan artmig tiremik

ksinlerin yamisia trombositlerin dializ islemi suasinda yabanci yiizeylerle temas

‘¢tmesi, kullamilan ilaglar gibi birgok faktor sorumlu tutulmaktadir.

Amonyak detoksifikasyonu igin alternatif bir yol tarafindan {iretilen

3guanidinost'1ksinik asit iiremili hastalarda trombosit fonksiyonlarmi bozan en dnemli

remik toksinlerden biridiz. Bu hastalara tedavi amaci ile uygulanan periton yada

hemodializ i§1émlerinin kandan guanidinosiiksinik asidi uzaklagtirarak, tremik

'plasmanm trombositler iizerine olan inhibitér etkisini azalttiklar1 gosterilmistir (8).
Uremik trombositlerin, normal plazma ile inkiibasyonu sonrasinda fonksiyonlarnin
normallestigini gosteren in vitro ¢alismalarn varlify da iremik toksinlete maruz

kalma sonucunda trombosit fonksiyonlannda bozulma olustufu gOriigini

desteklemektedir (22).

Bir tiir ekstrakorporeal dolagim olan hemodiyaliz islemi sirasinda trombositler

yabanci yiizeyler ile temas ctmektedir Bu ylizeylerin biyolojik uyguniuklarindaki
farkliliklara bagli olarak trombosit aktivasyonunda degisik dializ membranlarinin
snemli katkilar1 oldugu gosterilmistit (109,110). Ozellikle selillozik membranlarin

sentetik membranlara gdte daha fazla trombosit aktivasyonuna yol agtigi

bildirilmektedir (111).

Trombosit fonksivonlarnin  degerlendirilmesinde  kullamlan en hassas
yontemlerin basinda trombositlerin  agonistlere kargs gosterdikleni agregasyon
yanitlarinin ve trombosit yiizeyinde eksprese edilen glikoproteinlerin saptanmasi yer
almaktadir Bizim calismamizda hemodiyaliz isleminin trombosit aktivasyonu lizerine
etkisinin saptanmas igin diyaliz islemi &ncesi ve sonrasinda akig sitometresi ile bir

aktivasyon gostergesi olan trombosit yiizeyindeki CD62 molekiil ekspresyonu

e toe ol ki M




incelenmistir. Trombosit fonksiyonlarimin degerlendirilmesinde ise yeni bir ydntem

olan “platelet function analyser” kullanilmistir.

Hastalanmizda dializ islemi 6éncesinde trombosit yiizeyinde eksprese edilen
CcD62 oranmimn normalden yiiksek oldugu saptanmistir. Bu durum tremik toksinlerin
trombositleri aktive etmesi ile agiklanabilir Literatiirde bizim bulgulanimizda oldugu
gibi tiremik hastalarda trombosit aktivasyonunun arttifini gosteren bir ¢ok caligma
pulunmaktadir (112). Caligmamzda diyaliz 6ncesi yiiksek olan CD62 oranun diyaliz
sonrast anlaml olarak azaldig: saptanmigtir (p=0 001). Hemodiyaliz islemi suasinda
- yabanc1 yiizeylerle temas eden trombositler yaminda I6kositlerin de aktive oldugu ve
.aktive trombositlerin 15kositlere yapisarak 16kosit-trombosit agregatlar1 olusturdugu
bilinmektedir (109). Ek olarak aktive trombositlerin eritrositler ile agregatlar
olusturdugunu gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (112) Bizim calismamizda
hemodiyaliz islemi sontasinda aktive trombosit oranininda artis saptanmamasi yeni
seliilozik membranianin daha bio-uyumlu olmalar nedeni ile trombositleri aktive
etmemelerine yada aktivasyon yapiyor olsalar bile aktive trombositlerin yabanci
yiizeylere, endotele ve diger kan hiicrelerine yapismalan ve/veya RES hiicreleri
tarafindan selektif olarak dolasimdan uzaklagtirilmalan ile agiklanabilit Hemodializ
~islemi ile trombosit aktivasyonunun arttifini bildiren bazi cahgmalar ile
sonuclarimizin  ¢elisiyor gibi gorimmesi bu durumun daha g¢ok ybntem
farkhliklarindan kaynaklandifim diisiindiitmektedir Bu ¢alismada akis sitometrest
analizleri i¢in tam kan yonteminin kullamlmig olmasi, trombositlerin oldugunca dogal
ortamlar) i¢inde incelenmesine izin vermis‘ ve bu sekilde trombositlerin aynistuilarak
analiz edildipi calismalarda izlenen yalanci aktivasyonlardan kaginilmas: saglanmustur.
Ayuica, trombositlerin 18kosit ve eritrositler ile yaptiklar: agregatlann analiz bolgesi
disinda olmalar: aktive trombosit oraninin diisiik olarak saptanmasina yol agmustir. Ek
olarak, trombositlerde eksprese edilen CD41 molekiiliiniin yogunlugunun indirekt bir
gostergesi olan CD41 ortalama kanal numarasim diyaliz islemi sonrasinda azalmus

olarak bulmamiz da dolasan kandaki trombositlerin aktif olmadigim desteklemektedir

Uremik hastalarda trombosit fonksiyonlarinin bozuldugunu ve bunun bir
gistergesi olarak kanama zamaninin uzadifini gosteren birgok galisma bulunmaktadir
(1,2,5,24). Bu hastalarda trombosit fonksiyonlarmm deferlendirilmesinde siklikla

kullanilan ydntemlerden biri trombositlerin ADP, kollagen, ttombin, epineftin gibi




agonistlere karst gOsterdikleri agregasyon yanitlanmn optik veya impedans
agregometreleti ile Sl¢iimiine dayanmaktadir Daha 6nce yapilan galigmalarin bityiik
.bir cofunlugunda tiremik hastalarda agregasyon yamtlanmn bozuldugu ve bu
" durumun diizenli divaliz tedavisi ile dtizeldigi belirtilmektedir (21,113) Bildigimiz
| kadan ile Ingilizce literatitde yaymlanmig hemodiyaliz islemi sirasinda trombosit
: fonksiyonlanimin yeni bir y6ntem olan PFA cihazinda COL/EP1 ve COL/ADP
kartuslar1 ile kapanma zamanlarimin Olgiilerek degerlendirildigi bir ¢aligma
bulunmamaktadir PFA yodnteminin klasik agregasyon ytntemlerinden baslica farki
uygulamamn  kolay, otomatik, kisa stireli ve ekonomik olmasi yaninda
degerlenditmenin de objektif ve basit olusundan kaynaklanmaktadir. Cihaz
kullanmak i¢in ozel efitimli bir kisi gerekmemektedir. Ayrnca optik agregasyon
cihazlarinda oldugu gibi trombositten zengin plazma hazulanmasinin gerekmemesi,
trombositlerde isleme bagh uygunsuz agregasyon yamitlarinin olusmasim da
engellemektedir. Bizim hastalarimizda da bozulmus olan primer hemostazin bir
gostergesi olarak hemodiyaliz islemi oncesinde COL/EPI ve COL/ADP kapanma
zamanlarmnin siasi ile % 84 ve % 77 hastada normalden uzun oldugu saptanmustir.
Hemodiyaliz islemi soniasinda bu hastalarm biiyitk bir ¢ogunlugunda uzamis olan
kapanma zamanlarn 6nemli Olciide azalmug ve yaklasik % 25 hastada normale
dénmiistir. Bu durum hemodiyaliz iglemi ile uzaklastmilan iiremik toksinlerin
trombositler lizerinde olusturdugu olumsuz etkilerin ortadan kalkmasina ve kronik
aktivasyonlar1 nedeni ile grantl igerigini yitiren tiikenmis (exhausted) aktive
ttombosit orammin azalmasina bagh olabilir. Hastalarimizda hemodiyaliz islemi
sonrasinda  CD62  ekspresyonu olan\ ttombosit  orantin  azalmasi  ve
hemokonsantrasyona tagmen trombosit sayisimn artmamasi, dolagimdan selektif

olarak aktive trombositlerin uzaklastirildigim desteklemektedir.

Sonug olarak; yaptigimuiz bu ¢alismada, kronik bobrek yetmezlikli hastalarda
hemodializin isleminin dolagimda aktive trombosit sayisinda attisa yol agmadig ve
trombosit fonksiyonlarim diizelttigi gdsterilmistir. Ayrica, kronik bébrek yetmezlikli
hastalarda trombosit fonksivonlanm degerlendirmek icin, PFA-100 cihazimn giivenli
ve kolay yontem olarak kullanilabilecegi distiniilmektedir. Ancak tiremik hastalarda
trombosit fonksiyonlarimnin degerlendirilmesinde PFA ile birlikte diger yontemlerle
yapilan fonksivonel ¢alismalarin karstlastirmali olarak yapilmasi, PFA y8ntemninin

yerinin belirlenmesine katkida bulunacaktir.




Kronik bobrek yetmezliginde hemostatik sistemde izlenen degisikliklerin

birgok faktsre bagh oldugu bilinmektedit Bu anormalliklerde trombositlere ait nicel

-é-'yada nitel bozukluklarin dnemli bir yer tuttugu bir ¢ok galismada gosterilmistir. Bu

;'hastalann trombosit fonksiyonlaninda izlenen bozukluklardan —artmug iiremik

oksinlerin yamsira trombositlerin dializ islemi suasinda yabanct yiizeylerle temas
etmesi, kullarulan ilaclar gibi birgok fakttr sorumlu tutulmaktadu

Bu caligmanm amaci, kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda tek bir
hemodiyaliz isleminin trombosit aktivasyonu ve fonksiyonlar {izerine olan etkisinin
akis sitometresi ve PFA yontemleni kullanilarak degerlendirilmesidir. Bildigimiz
kadan ile Ingilizce literatiizde yaymlanmis hemodiyaliz islemi sirasinda trombosit
fonksiyonlarimin veni bir yontem olan PFA cihazinda COL/EPI ve COL/ADP
kartuglar: ile kapanma zamanlarimn lciilerck  degerlendirildigi  bir ¢aligma
bulunmamaktadaz.

Bu ¢ahisma diizenli hemodiyaliz programinda olan ve yaslann 20 ile 76
(ortanca 54/yil) arasinda degisen 21 kadm, 24 etkek toplam 45 kronik bobrek
yetmezligi hastasinda yapilmugtu Hemodiyaliz ¢ncesi ve sonrasinda alman kan
orncklerinde akis sitometresi ile trombgsitlerin CD62 ekspresyonlar olglilmiis ve
PFA cihazi ile adezyon ve agregasyon yanitlan degerlendirilmistit Hastalarimizda
dializ iglemi ©ncesinde trombosit ylizeyinde eksprese edilen CD62 oramnin
normalden yiiksek oldugu ve bu oranin diyaliz sonrasi anlamli olarak azaldif:
saptanmustir (p=0.001) Hastalarda bozulmus olan primer hemostazin bir gostergesi
olarak hemodiyaliz islemi dncesinde COL/EPI ve COL/ADP kapanma zamanlarinin
sirasi ile % 84 ve % 77 oraninda normalden uzun olduBu saptanmugtir. Hemodiyaliz
islemi sonrasinda bu hastalann biyik bir gofunlugunda uzamis olan kapanma
zamanlan dnemli dl¢tide azalmus ve yaklasik % 25 hastada nbrmale dénmigtiis.

Bizim cahismamzda hemodiyaliz islemi somasinda aktive trombosit
oraniminda artis saptanmamast yeni selillozik membranlarin daha bio-uyumlu olmalan

nedeni ile trombositleri aktive ctmemelerine yada aktivasyon yapiyor olsalar bile




sktive trombositlerin yabanct yiizeylere, endotele ve diger kan hiicrelerine yapismalarl

ve/veya RES hiicreleri tarafindan selektif olarak dolasimdan uzaklastinimalan ile

aglklanablhr Ayrica dializ oncesi uzamig olan kapanma zamanlarinin dializ sonrasi

snemli dlglide kisalmast hemodiyaliz islemi ile uzaklagtinlan tiremik toksinlerin

tizerinde olusturdugu olumsuz etkilerin ortadan kalkmasina ve kronik

trombosnler

vitiren titkenmis (exhausted) aktive

aktwasyonlarl nedeni ile granill igerigini

trombosit oraninin azalmasina bagli olabilir
Sonug olarak; yaptigimiz bu ¢alismada, kronik bobrek yetmezlikli hastalarda

hemodializin igleminin dolasimda aktive trombosit sayisinda artisa yol agmadigs ve

trombosit fonksivonlarim diizelttigi gosterilmigtit. Ayrica, kronik bobrek yetmezlikli

hastalarda trombosit fonksiyonlarim degerlendirmek igin, PFA-100 cibazinin glivenli

ve kolay yontem olarak kullamlabilecegi diigtintilmektedir. Ancak tiremik hastalarda

trombosit fonksiyonlarininin degerlendirilmesinde PFA ile birlikte diger yontemletle

yapilan fonksiyonel caligmalarin kargilastrmali olarak yapilmasi, PFA ybnteminin

yerinin belitlenmesine katkida bulunacaktir
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