BEZMIALEM

T.C.
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI HASTANESI
Ic Hastaliklar1 Anabilim Dali

Beta Talesemi Minorde Trombosit
Aktivasyon Markerlari

Dr. Rabia BAG SOYTAS
(Uzmanhk Tezi)

TEZ DANISMANI
DOC. DR. MEHMET ALi CIKRIKCIOGLU

ISTANBUL 2014






(L} "w "
TR

AARS

BEZMIALEM

T.C.
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI HASTANESI
Ic Hastaliklar1 Anabilim Dali

Beta Talesemi Minorde Trombosit
Aktivasyon Markerlari

Dr. Rabia BAG SOYTAS
(Uzmanhk Tezi)

TEZ DANISMANI
DOC. DR. MEHMET ALI CIKRIKCIOGLU

ISTANBUL 2014



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca engin bilgi ve deneyimleriyle bize yol gosteren tiim
hocalarima, basta anabilim dali baskanimiz olan son derece al¢akgoniillii, asistanligimiz
stirecinde bize her anlamda destek olan saygideger hocam Sayin Prof. Dr. Reha ERKOC ‘a,
egitimimize ¢ok biiyiik katkt saglayan ve idealistligiyle bizlere ¢ok iyi drnek teskil eden Sayin
Prof. Dr. Rumeyza KAZANCIOGLU hocama, tezime olan katkilarindan dolayr Sayin Dog. Dr.
Mehmet Ali CIKRIKCIOGLU hocama, bizden hicbir zaman yardimlarim eksik etmeyen Dog.
Dr. Ozcan Karaman, Yrd. Do¢. Dr Giiven CETIN, Prof. Dr. Ertugrul TASAN, Prof. Dr. Hakan
SENTURK, Prof. Dr. Ahmet DANALIOGLU, Prof. Dr. Kiirsad TURKDOGAN, Do¢. Dr. Ali
Tiiziin INCE, Dog. Dr. Orhan KOCAMAN, Prof. Dr. Hact Mehmet TURK, Prof. Dr. Mahmut

GUMUS hocalarima sonsuz tesekkiir ederim.

Yine tiim asistanlik egitimim boyunca bana birer uzmandan ¢ok agabeylik ve ablalik eden
yan dal asistanlarimiz olan Dr. Ruhper CEKIN, Dr. Murat ALAY, Dr. Mahmut Muzaffer
ILHAN, Dr. Mukaddes TOZLU ve Dr. Yusuf KAYAR 'a, asistanlik siirecimi giizellestiren sevgili

asistan arkadaglarima tiim yardimlary i¢in ¢ok tegekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca her zaman yanimda olan, uzakta olsalar da varliklarini her zaman
yammda hissettigim ve sevgileriyle giic buldugum, mutlu olmam igin ellerinden gelen her seyi
sonuna kadar yapan canim ailem; annem Miinevver BAG a, babam Yunus BAG a, onlar gibi
bir abim ve ablam oldugu i¢in kendimi hep cok sansh hissettigim abim Enver Serif BAG ve
ablam Gamze ALTUNBULAT ’a sonsuz tesekkiirler.

Sadece iyi giinlerimde degil her zor amimda da yamimda olan, kendime giivenmemi
saglayan, sevgisiyle ayakta durdugum ve her zaman oldugu gibi tezimi hazirlama siirecinde de
desteklerini benden esirgemeyen sevgili esim, hayat arkadasim Mustafa SOYTAS a ¢ok

tesekkiir ederim.

Dr. Rabia BAG SOYTAS



BETA TALASEMI MINORDE TROMBOSIT AKTiVASYON
MARKERLARI

OZET

Giris-Amac: Beta talasemi mindrde (BTM) serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik
olaylarin normal popiilasyona gore daha seyrek goriildiigii tespit edilmistir. Bunun sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Hatta baz1 BTM’li hastalarda hemorajik egilim oldugu gosterilmistir.
Bu hastalarin in vitro ortamda bakilan trombosit agregasyon testlerinde azalmis trombosit
fonksiyonlar tespit edilmistir. Buna dayanarak BTM’lilerde trombositlerin defektif (hipoaktif)
olabilecegini bu yiizden serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik olaylarin daha seyrek
goriilebilecegini diisiindiik. Bu nedenle beta tromboglobulin (BTG), platelet faktor 4 (PF4),
soluble P selektin (sPS) ve soluble CD40 ligand (sCD40L) kan diizeyini arastirdik.

Materyal-Metod: BTM hastalarindan uygun olan ve goniillii olan 37 kisi ile; yas,
cinsiyet ve viicut kitle indeksi (VKI) bakimindan benzer olan 41 kisiden olusan kontrol
grubunun karsilastirildig kesitsel bir ¢alisma yapildi. Bu gruplar komorbiditeler, sigara ve ilag
kullanim1 agisindan da karsilagtirildi. Platelet aktivasyon markerlarini etkiledigi bilinen ve
etkileyebilecek olan komorbiditeler (esansiyel hipertansiyon ve tip 2 diyabetes mellitus harig)

ve ila¢ kullanimlar1 ¢aligmanin dislama kriteri olarak degerlendirildi.

Bulgular: Serum sCD40L ve sPS diizeyleri BTM grubunda anlamli olarak diisiik
saptandi (p:0.009, p:0.010). BTG ve PF4 ise her iki grupta benzer olarak tespit edildi (p:0.497,
p:0.507). Gruplar cinsiyet, yas, VKI, serum lipid profili, sigara kullanimi, Tip 2 DM, esansiyel

hipertansiyon ve kullanilan ilag cinsi ve siklig1 agisindan da benzer olarak saptandi.

Sonug¢: Aterotrombozla iliskisi BTG ve PF4’ten daha gii¢lii oldugu bilinen sCD40L ve
SPS diizeylerinin BTM’li hasta grubunda daha diisiik saptanmasi; BTM’li hastalarin hipoaktif
trombositlere sahip olmalarin1 destekleyebilir. Bu hipoaktif trombositler de serebrovaskiiler ve
kardiyovaskiiler iskemik olaylarin BTM’li hastalarda genel popiilasyona gore daha seyrek

goriilmesinin sebeplerinden biri olabilir.

Anahtar sozciikler: sP-Selektin, sCD40 Ligand, Beta Tromboglobulin, Platelet Faktor
4, Beta Talasemi Minér, Serebrovaskiiler Iskemik Olay, Kardiyovaskiiler iskemik Olay



PLATELET ACTIVATION MARKERS IN BETA
THALASSEMIA TRAIT

ABSTRACT

Background-Aim: Cerebro-vascular and cardio-vascular ischemic events are less
frequently observed in patients with beta thalassemia trait (BTT) compared to general
population. The reason of this is unknown. Hemorrhagic tendency in some BTT patients was
reported. Reduced platelet aggregation response has been observed with in vitro platelet
aggregation tests in these patients. On this basis, we considered that platelets of individuals
with BTT could be defective or less active, resulting in less cerebral and cardiac ischemic
events. We investigated blood levels of soluble CD40 ligand (SCD40L), soluble p-selectin
(sPS), beta-thromboglobulin (BT), Platelet factor 4 (PF4) in BTT patients.

Method: Thirty-seven patients with BT T were compared with 41 gender-, age-, and BMI-
matched controls for platelet activation markers in a cross-sectional design. The groups were
also compared for comorbidities, smoking, and regular medications. Comorbidities (except
essential hypertension and diabetes mellitus) and medications which affect or likely to affect

platelet activation markers were considered as causes of exclusion.

Results: sCD40L and sPS were lower in the BTT group (p=0.009, p=0.010,
respectively). BT and PF4 were comparable between the groups (p=0.497, p= 0.507,
respectively). Groups were similar in terms of gender, age, BMI, serum lipid profile, frequency

of smoking, diabetes mellitus, essential hypertension, and medications used regularly.

Conclusion: Lower levels of sSCD40L and sPS, for which a stronger relationship with
atherothrombosis than BT and PF4 has been demonstrated, in BTT patients may suggest
reduced platelet functions in BTT, which may be associated with lower incidence of cerebral

and cardiac ischemic events in BTT patients.

Key words: sP-Selectin, sCD40 Ligand, Beta Thromboglobulin, Platelet Factor 4, Beta

Thalassemia Trait, Cerebrovascular Ischemic Event, Cardiovascular Ischemic Event
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1. GIRIS VE AMAC

Beta Talasemi Mindr (BTM), hemoglobinin yapisindaki beta globiilin zincirinin yapim
azligima bagli bozulmus hemoglobin yapisindan kaynaklanan hipokromik mikrositer eritrosit
indeksleri ile karsimiza ¢ikan kronik hemolitik bir anemidir. Yapilan calismalarda BTM
hastalarinda bazi hastaliklarin insidansinin arttig1, bazi hastaliklarin insidansinin ise azaldig:
gosterilmistir (1). Dogum defektleri, gestasyonel diyabet, diyabetes mellitus tip 2, renal
hastaliklar(renal tiibiiler defektler ve glomeriiler hastaliklar), astim bronsiale, osteoporoz,
depresyon ve fibromyalji riskinin BTM’li hastalarda arttigi gosterilmistir (2-13). Bunlarin
disinda BTM’li kisilerde otoimmiiniteye yatkinlik oldugu gosterilmistir (14). Ornegin;
Romatoid artritte BTM prevalansi arttig1 gibi, BTM’de de Romatoid Artrit insidansinin normal
populasyona gore arttigi gosterilmistir (15-19). Sistemik Lupus Eritamatosuz(SLE)’un ise
insidansinin azaldig1 ancak klinik olarak daha agir seyrettigi bildirilmistir (20-21). Yapilan bir
meta-analizde ise BTM ve kontrol grubu Kkarsilastirildiginda serebrovaskiiler ve
kardiyovaskiiler iskemik olaylarin BTM’de daha seyrek gorildiigii tespit edilmistir (22).
BTM’de nigin bazi hastaliklarin daha sik goriildiigli ve nigin bazi hastaliklarin daha seyrek

goriildiigii tam olarak bilinememektedir.

BTM’de serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik olaylarin daha seyrek goriilmesini

aciklama icin baz1 hipotezler ileri siiriilmiistiir.

1) Kronik hemolitik anemiden dolayr BTM’lilerde kolesterol diisiiktiir, bu nedenle

aterosklerozis daha seyrek goriilebilir.

2) Kan basinci daha seyrek olarak yiikselir, daha iliml1 yiikselir, bu nedenle iskemik olaylar

daha seyrek goriilmiis olabilir.
3) Kan viskozitesi diigiiktiir bu nedenle iskemiye kars1 korunmus olabilirler.

Bu hipotezlerin hepsi gegerli olabilir. Fakat bu konuda baska bir etkenin de rol

alabilecegini diisiindiik ve bunu kanitlamak i¢in ¢aligmamizi yapmaya karar verdik.

1978-1979 yilinda yapilmis olan iki ¢alismada bazi BTM’lerde hemorajik egilim
oldugu(menometroraji, kolay ekimoz olugmasi, epistaksis) ve bu hastalarin in vitro ortamda

bakilan trombosit agregasyon testlerinde azalmis trombosit fonksiyonlari tespit edilmistir.



(23,24) Bu iki ¢alismadan ilham alarak BTM’li hastalarda trombositlerin defektif (hipoaktif)
olabilecegini bu yilizden serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik olaylarin daha seyrek

goriilebilecegini diisiindiik.

Hipotezimize gore BTM’lilerde genel olarak trombositler hipoaktif olabilir. Bu yiizden
serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik olaylar genel olarak daha seyrek goriilebilir. Bazi
BTM'’lilerde trombositlerin hipoaktivitesi daha belirgin olup kendini hemorajik egilim olarak

gosterebilir.

Trombositler aktive oldugu zaman c¢esitli trombosit aktivasyon markerlari
salgilanmaktadir. Bu  markerlar  trombositlerin  aktivasyonunu  degerlendirmede
kullanilmaktadir. Biz calismamizda bu aktivasyon markerlarindan daha 6nceki c¢aligmalarda
bakilip etkinlikleri gosterilen ve ¢aligilmalari hem maliyet olarak hem de is giicii olarak daha
uygun olan beta tromboglobulin (BTG), platelet faktor 4 (PF4), soluble P selektin (sPS) ve
soluble CD40 ligandi (SCD40L) arastirdik.

Bu calismada BTM’li hasta grubunda serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik
olaylarin genel popiilasyona gore daha seyrek goriilmesinin bir sebebinin de BTM’li hastalarin
hipoaktif trombositlere sahip olabilecegini diisiinerek, BTM’li hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda trombosit aktivasyon markerlarindan sCD40L, sPS, BTG ve PF4 diizeylerini
karsilagtirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. HEMOGLOBIN YAPISI VE SENTEZi

Hemoglobin eritrositlerin kirmizi rengini saglayan ve oksijen tasima yetenegi kazandiran
bilesenidir. Protein yapisindaki hemoglobin oksijeni akcigerlerden dokulara, karbondioksiti ise
dokulardan akcigerlere tagimaktadir (25). Molekiil agirligi yaklasik 64.500 dalton olup
molekiiliin %96’sin1 globin proteini, %4’ tinii de hem yapisi olusturmaktadir (Sekil 2.1)(26).

Sekil 2.1. Hemoglobin A yapis1

2.1.1. Hem Yapis1

Hem grubu dort pirol halkasindan meydana gelen protoporfirin halka sistemi ile bir demir
atomundan olusmaktadir. Meten kopriileri ile birbirine baglanan dort pirol halkasindan
meydana gelen tetrapirol halkasina yan zincir olarak dort metil, iki vinil ve iki propiyonat
eklenmistir.(Sekil ~ 2.2)  Protoporfirin  halkasina  zincirler —onbes farkli  sekilde
baglanabilmektedir. Biyolojik sistemde protoporfirin IX olarak isimlendirilen izomerinin

bulundugu belirlenmistir (27).



Sekil 2.2. Hem molekiilii yapisi

Molekiilde Protoporfirin IX halkasinin merkezine prostetik grup olarak demir yerlesir.
Hem doniistimlii olarak oksijenle baglanmasi ancak demir ferroz (Fe2+) formunda iken olur.
Demir ferrik (Fe3+) duruma okside oldugunda hem oksijene baglanamaz ve methemoglobin
olarak isimlendirilir. Hemoglobinin globin proteininden ayri olarak demir serbest halde

oksijene baglanamaz (28).

2.1.2. Globin Yapisi

Iki farkl1 globin zinciri kombine olarak hemoglobini olusturur. Bu zincirlerden biri alfa
iken digeri non-alfa zinciridir. Embriyogenezin ilk haftalar1 disinda globin zincirlerinden biri

daima alfadir (Tablo 2.1)(28).



Tablo 2.1. insan hemoglobinlerindeki globin zincirleri (29)

Embriyonik Fetal Yetiskin
hemoglobinler hemoglobin hemoglobinleri

gower 1- (2, €2 hemoglobin F- a2, y2 hemoglobin A- a2, 2
gower 2- a2, €2 hemoglobin A2- 02, 62
Portland- 2, y2

Embriyoda ilk sentezlenen globin zinciri zeta ({ ) ve alfa (o) zincirine benzeyen
epsilondur (g). Bes alt1 haftalik gestasyon dncesinde Hb Gower 1 ( 2, €2 ) major hemoglobin
olarak gdzlenir. Hb Gower 2 (02 , €2 ) 4-13 haftalar aras1 embriyoda gozlenir, diger bir erken
donem hemoglobini ise Portland ( { 2,2 )’dir.Hb F (a2 , y2) fetal hayatin major
hemoglobinidir.(Sekil 2.3) Normal eriskin hemoglobininde Hb A %97 oranindadir ve 9 haftalik
fetusta gosterilebilir. Hb A2 eriskin hemoglobininin %2.5ini olusturur (30).
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Sekil 2.3. Globin sentezi

Globin komponentlerini sifreleyen o benzeri genlerl6. kromozomda,  benzeri genler
11. kromozomda yer alir (25).a globin gen kiimesi ii¢ fonksiyonel gen igeir; { geni, al geni ve
a2 geni. Gen delesyonlar1 veya zincir sentez eksikligi veya yoklugu sonucu a-talasemi olusur.
B globin gen kiimesi ise € geni, y geni, 0 geni ve B geni olmak iizere bes gen igerir (Sekil
2.4)(26). B globin geni, B globin zincirindeki 146 aminoasidi kodlamak igin gerekli bilgiyi, 3
ekson, 2 intron ve 5°, 3’ diizenleyici bolgelerden olusan yaklasik 1.8 kb tizerinde tasimaktadir

(31).
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Sekil 2.4. Globin gen kiimeleri

2.2. TALASEMIi SENDROMLARI

Normal bir erigkinde yapisal olarak birbirinden farkli ii¢ hemoglobin vardir; bunlar Hb
A, Hb F, ve Hb A2 dir. Talasemi bu ii¢ farkli hemoglobinin yapisindaki dort (a.,(3,0,y) farkli
globin zincirlerinden bir veya birden fazlasinin yapim azlig1 veya hi¢ yapilamama durumudur
(32).

Talasemi ilk kez Detroitli bir ¢ocuk hekimi olan Thomas Cooley tarafindan 1925 yilinda
derin anemisi, dalak biiyiimesi, bliylime geriligi, ve kemik deformiteleri gibi benzer bulgulari

olan ¢ocuklarda ayr1 bir hastalik olarak tanimlanmistir (33).

Talasemi otozomal resesif gegis gosteren heterozigot formda tasiyiciliga, homozigot

formda hastaliga yol agan kronik hemolitik bir anemidir (34).

Talasemi siniflandirmasi yetersiz globin zincir yada zincirlerine gore yapildiginda, o
zincir sentezinin yoklugu yada eksikligi a-talasemi , B zincir sentezinin yoklugu yada eksikligi

—talasemi olarak adlandirilir (26).

2.2.1. Alfa Talasemi

a-Talasemide en sik rastlanilan patoloji gen delesyonudur. Dort o geninden bir tanesi
delesyona ugradiginda a-+-talasemi, (sessiz talasemi veya a- talasemi-2), iki a geni delesyona

ugradiginda ao-talasemi (a-talasemi tagiyiciligi veya a-talasemi-1) adi verilen tasiyicilik, ii¢ a-



geni delesyona ugradiginda ise Hb H (B 4) hastaligi ad1 verilen hastalik ortaya ¢ikar. Hb Bart’s
(v4) (hidrops fetalis) ise dort a-geni de delesyona ugramistir, bu durumda intra uterin tedavi
yapilmazsa fetal oliim veya dogumu takiben 1-2 dakika i¢inde bebek oOlimii gerceklesir
(32,35,36).

2.2.2. Beta Talasemi

11. kromozomdaki B geninde ¢esitli ve ¢ok sayida genetik mutasyonlar sonucu, B globin

zincir yapisinin azalmasi veya hi¢ yapilmamasi ile B-talasemi hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir.

B-talaseminin en 6nemli nedenini, a-talasemide goriilen biiylik delesyonlar degil gen
icindeki nokta mutasyonlar1 olusturmaktadir. Bugiine kadar B-talasemi’ye neden olan 200°den
fazla nokta mutasyon belirlenmistir. 1VS-I-110 Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B talasemi
mutasyonudur (%40) (37).

B talasemi klinik durum gdz oniine alinarak siniflandirildiginda major klinik bulgular1 ve
derin anemisi olan hastalar talasemi major, anemisi diizenli transfiizyon gerektirmeyen
hastalar talasemi intermedia , anormal eritrosit morfolojisi olmasina ragmen anemisi olmayan
veya ¢ok az olan hastalar talasemi minér, talasemi geni tasimasina ragmen anormal eritrosit

morfolojisi gostermeyen hastalar da talasemi minima olarak siniflandirilir (26).

B globin zincirinin eksikligi veya yokluguyla gama ve delta zinciri artis1t HbA2 ve HbF
artmasina neden olmaktadir. (Sekil 2.5) B-talasemi’li hastalarda inutero y globin sentezi yeterli
oldugu icin B globin sentezindeki defekt HbA’nin HbF ile yer degistirmesi gereken donemde

baslar. Klinik bulgularin yasamin ilk birkag¢ ayinda gériilmemesinin nedeni budur (34).

B-talasemide anemi, periferal sirkiilasyondaki eritrositlerin inefektif eritropoesisi ve

prematiir hemolizinin kombinasyonundan kaynaklanmaktadir.

Hastalig1 agirlastiran ikinci ve daha 6nemli olay ise B globin zinciri eksikliginedeniyle
eslenmemis fazla a globin subiinitelerinin birikip, ¢okmesi eritrosit membran ve organellerinde

geri doniisiimsiiz harabiyete neden olup, eritrositlerin dalakta yikimini arttirmaktadir.

B-talasemi tanisinda oncelikle mikrositik hipokromik anemiyi ortaya koymak igin
eritrosit indeksine bakilir,(Tablo 2.2) daha sonra periferik yaymada eritrosit morfolojileri
incelenir,(Sekil 2.6) hemoglobin analiziyle HbA diisiikliigii ve HbA2, HbF artis1 arastirilir.(

Tablo 2.3) Ileriki basamakta ise genetik testlerle mutasyon taramasi yapilir (38).



Tablo 2.2. Beta talasemide eritrosit indeksi degisimi (29)

Eritrosit Indeksi Normal Hasta Tasiyict
Erkek Kadin B-Thal Major | B-Thal Minor
MCV 80-94 fl 81-99 fl 50-70 fl <79 fl
MCH 27-31 pg 27-31 pg 12-20 pg <27 pg
Hb 14-18 g/dI 12-16 g/dl <7 g/dI 9.1-15.3 g/dI
Tablo 2.3. Beta talasemide hemoglobin diizeyleri (29)
Hasta Tastyici

3°-Thal B+-Thal B3-Thal
Hemoglobin Normal Homozigot Homozigot Minor
Tipi veya 3+/B°

Heterozigot

HbA 96-98% 0 10-30% 92-95%
HbF <1% 95-98% 70-90% 0.5-4%
HbA2 2-3% 2-5% 2-5% >3.5%

-r wg 00

E é5°"o

Q:,Oe

!

Sekil 2.5. .Periferik yaymada talasemik eritrositlerin hipokromileri(sag) ve mikrositerligi (sol).

Eritrositlerin merkezindeki solukluk ¢apinin %30’undan fazlasin1 kaplamakta ve eritrositlerin

caplar1 7 pm’den kiigiik gozleniyor.




2.2.2.1. Beta Talasemi Minor
Ug farkl1 tipte olabilir.
1. Yiiksek A2 ile olan B talasemi tastyicilig
-En fazla goriilen tiptir,
-HbA2: %3,5-8, HbF: %1-5"dir,
- B+ veya Bo mutasyonlarla olan heterozigotlar farklidir.

-Klinik fenotipi B globin geni mutasyonunun B globin zincir liretimi iizerindeki etkisi

belirler.

- B+ tasiyicilarda MCV ve MCH daha ytiksektir. Homozigot ¢ocuklarinda transfiizyona

bagimli anemi goriiliirken, bazen de talasemi intermedia fenotipi olabilir.
2. Yiksek A2, yiiksek F ile olan B talasemi tastyiciligi

-Farkli bir varyanttir. Hem A2 hem de Hb F (%5-20) yiiksektir. b gen delesyonu varken,

d ve g genleri saglamdir.
3. Normal A2 ile olan B talasemi tasiyiciligi

-Sessiz tastyicilardan ayrilmalidir. Sessiz tasiyicilardan farki, hipokrom mikrositer anemi

olusudur (Hb A2 seviyesi sinirda saptanir).
-Hem b hem d geni defektlidir (ayn1 kromozom veya kars1 saglam kromozomda).

-Ebeveynlerden biri bu tip, digeri klasik tasiyici ise homozigot ¢ocukta agir klinik tablo

gortliir.
BTM tanist konarken asagidaki hastaliklardan ayirici tanisinin yapilmasi gerekmektedir.
- Demir eksikligi anemisi
- Alfa Talasemi tastyiciligi
- Kronik hastalik anemisi

Beta talasemi tasiyicilifinda; eritrositoz ve mikrositozun olmasi, RDW’nin normal

saptanmasi ayirici tanida dnemlidir.
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BTM’de herhangi bir tedavi vermeye gerek yoktur. Ancak genetik danismanlik mutlaka

verilmeli ve hasta anne, baba ve kardesleri tagiyicilik yoniinden taranmalidir.

2.3. TROMBOSITLER

Trombositler ilk kez 1842 yilinda, Dona, Gerber ve Addison tarafindan kanda, eritrositler
ve lokositlerin yaninda kiiciik yuvarlak partikiiller olarak tanimlanmistir. Trombositlerin kanin
ayr1, sekilli bir elemani oldugunu ise 1882 yilinda Bizarro bildirmistir. Pihtilasma esnasinda
trombositlerin kiimelesmesi ve sonra kiimelesmis bu trombositlerin eriyerek homojen bir
maddeye degisimini tanimlayan viskoz metamarfoz deyimi ilk olarak Schimmelbush tarafindan
kullanilmistir(39). 1906 yilinda Wright trombositlerin kemik iliginde bulunan megakaryosit
denen hiicrelerden pargalanarak olustugunu bildirmistir. Daha sonra yapilan florasan antikor
teknigi ile megakaryositler ve trombositlerin ayni antijenik yapida oldugunun gosterilmesi ve
mikrosinematografi teknigi ile mega karyositlerin izlenerek trombosit olusumunun gézlenmesi

ile trombositlerin kdkeninin megakaryositler oldugu kesinlik kazanmistir(40-43).

Trombositler kemik iliginde megakryosit denen 35-160 mikrometre c¢apinda dev
hiicrelerin sitoplazmasinin parcalanmasi sonucu olusan 2-5 mikrometre ¢apinda hiicrelerdir.
Ortalama omiirleri yaklasik dokuz giindiir. Normalde periferik kanda 150000-400000 arasinda
trombosit bulunur ve bu hiicreler dolagimdan retikiiloendotelyal sistem tarafindan temizlenirler
(44,45).

Trombositler disk seklinde ¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Yaslandik¢a yapilar1 degisir, boyut
olarak kiictiliirler dansiteleri azalir. Elektron mikroskopi incelemelerinde periferik bolge, sol jel

bolgesi(hyalomer) ve organel bolgesi olmak tizere 3 ana yapidan olustuklar tespit edilmistir.

2.3.1-TROMBOSITLERIN YAPISAL BOLUMLERI
2.3.1.1-Periferik Bolge

Bu bolge daha ¢ok trombositlerin uyaranlara kars1 olusturdugu kimyasal etkilesimler ve
adezyonda rol oynar. Dis kabuk, iinit membran ve submembran boliimlerinden olusur. Dis
kabugun yapisinda bulunan glikoproteinler trombositlerin adezyon ve agregasyonunda rol
oynayan cesitli hiicreler igin reseptdr gdrevi goriirler. Unit membran daha ¢ok trombosit i¢

ortaminin korunmasi, trombosit adezyonu ve kontraksiyonda gorev alan fosfolipitten zengin bir
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yapidir(45,46). Submembran ise aktin ve myozin i¢eren mikroflamanlar ve mikrotiibiillerden
olusan yapisindan dolay1 disk seklinin korunmasi, pseudopot olusumu, piht1 retraksiyonunda

gorev alir (45-47).
2.3.1.2-Sol Jel Bolgesi

Organelden fakir fibroz yapida olan, mikrotubul ve mikroflamanlardan olusan bu bolgede
iki kanal sistemi bulunur. Elektron dens tubuler sistem hiicre seklinin korunmasinda ve
kalsiyum deposu olarak agik kanal sistemi ise trombosit sekresyon reaksiyonlarinda rol
oynar(45-49).

2.3.1.3-Organel Bolgesi

Trombosit fonksiyonlarinda rol oynayan; graniiller, yogun cisimcikler ve mitokondrilerin
oldugu bolgedir (46,50,51). Lizozimler, alfa graniiller ve peroksizomlar olmak iizere 3 tip

graniil mevcuttur.( Tablo 2.4)

Tablo 2.4: Trombosit Graniilleri ve Igerikleri (52)

B-N-Asetilglikozaminidaz
B-N-Asetilgalaktozaminidaz
LizOzZOM Asit Hidrolazlar B-Glukoronidaz
B-Galaktozidaz

a-Arabinozidaz

PEROKSIZOM Katalaz
Koagiilasyon Faktorleri Faktor V

0-GRANUL Fibrinojen
Trombosit Spesifik B-Tromoboglobulin
Proteinleri PF4

YOGUN CIiSIMCIKLER ATP, ADP, PPi, Ca,Serotonin
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2.3.2-TROMBOSIT FONKSIYONLARI

Trombositlerin en 6nemli fonksiyonu kanamanin durdurulmasinda hemostatik tikaci
olusturmak ve kanin koagiilasyonuna katilmaktir (53-55). Damar duvari zedelendikten sonra
saniyeler igersinde bir miktar trombosit zedelenmis bolgeye tutunur daha sonra trombosit sayisi
giderek artarak zedelenmis bdolgeyi kapatacak bir kitle olustururlar ve tikag gorevi
goriirler(49,50,56,57).

Trombositlerin trombosit dis1 yiizeylere yapismasina adezyon denir. Trombositler
subendotelyumun fibril bi¢cimindeki yapilarina ve kollejene yapisma kabiliyetine sahiptir.
Trombosit adezyonu icin von Willebrand(vVWF) faktoriin bulunmasi zorunludur. Trombosit
membraninda bulunan glikoprotein 1b ve I1b/ll11a kompleksi vWF ig¢in reseptor gorevi goriir.
VWEF kollojen ve trombositler iizerindeki spesifik reseptorlerine baglanarak koprii vazifesi
goriir. Trombositler kollejene adezyonu sonrasi aktive olur. Elips seklinde trombositler aktive
olunca kiiresel sekle doniisiirler ve ¢ok hizli bigimde psddopodlar ¢ikarirlar (53,58),

aggregasyon ve graniil sekresyonu gelisir.

Agonist maddelerin spesifik membran reseptorlerine baglanmasi ile olusan agonist-
reseptor kompleksi, regiilator G protein ile fosfolipaz C nin aktivasyonunu saglar, bu sayede
baslayan fosfotidil inozitoldeki degisiklikler protein C kinaz aktivasyonu ile sonuglanir. Protein
C kinaz ise graniil sekresyonunda rol oynayan protein olmak iizere ¢esitli proteinlerin

sentezinde rol oynar (49,56,57,59,60).

Trombositlerde sekil degisikligi, agregasyon ve sekresyon fonksiyonlart icin Ca
konsantrasyonun belirli seviyeler iizerinde olmasi gerekir (48,49,59). Ca konsantrasyonu
300nM tiizerinde sekil degisikligi olurken agregasyon ve sekresyon fonksiyonlart i¢in ise
konsantrasyonun 600 nM nin {izerinde olmas1 gerekmektedir (61). Ca birde miyozin hafif zincir
aktivasyonuna aracilik eder. Fosforile myozin aktin flamanlari ile reaksiyona girerek, diskoid
trombositlerin  sekil degistirmesine ve sferik trombositlerin meydana gelmesinde rol

oynar(48,49,59,62).

Kontraktil elemanlarin aktivasyonu sirasinda uzun aktin flamanlar1 trombositlerin
sitoplazmasinda bulunan graniilleri santrale ¢eker ve sonugta trombosit sekresyonun ilk

basamagi olan graniil santralizasyonu gerceklesmis olur (48,49,56,59).

Trombositlerin kontraktil birimleri piht1 retraksiyonunda 6nemli rol oynar. Trombositler

pseudopotlarini fibrin lifleri boyunca uzatarak, GPIIb/GPIlla kompleksi ile fibrin molekiillerine
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tutunur, daha sonra kontraktil birimlerin etkilesimi ile psddopotlar geri ¢ekilir. Psodopotlar ile

fibrin lifleri de cekilerek, piht1 biiziismesi ve tromboze damarlarin agilmasina neden olur
(56,57,59).

Trombositlerin birbirine tutunmasi olayina agregasyon denir. Primer ve sekonder olmak
tizere iki tipi vardir. Primer agregasyon sekresyon reaksiyonu olmadan goriilen geri doniistimlii
bir olaydir. Sekonder agregasyon ise geri doniisiimsiizdiir ve sekresyon ile birlikte gerceklesir
(63). Trombosit alfa graniillerinden sekrete edilen trombospondin membran yiizyeinde bulunan
spesifik reseptoriine ve fibrinojene baglanarak fibrinojen kdpriilerini saglamlastirir boylece

reversible mikroagregatlar irreversibl makroagregatlara doniisiir (50,56,60,64).

Trombositlerin ~ subendotelyumla temasiyla veya agonistlerle uyarilmasiyla
graniillerinden ADP salinmaya baslar. ADP trombositlerin uyarilmasin1 saglayarak alfa
graniillerden agregasyonda rol oynayan ¢esitli proteinlerin salinimina yol agar. Es zamanl
olarak trombosit membranindan arasidonik asit salinimi artar. Arasidonik asitten tromboksan
sentaz enzimi ile tromboksan A2 iiretilir. Tromboksan A2 ile birlikte ADP trombosit
agregasyonunu baglatir (65,66,67). (Sekil 2.6)
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Sekil 2.6: Trombosit Aktivasyonu (62)

Agregasyonda rol oynayan proteinlerin bir kism1 trombositlerden salinirken, bir kismi ise
plazmada hazir halde bulunurlar(67). GPI1b/GPI1lla kompleksi bu proteinler i¢in reseptor gorevi
yapar. Trombositler dinlenme durumunda iken GPIIb/GPIlla kompleksi kapali iken,
trombositler aktiflesince bu kompleks de agregasyon proteinlerinin baglanmasi i¢in hazir
duruma gecer (65). Sonugta proteinler reseptorlerine baglanarak trombositlerin birbirine

yapismasi saglanir.
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Agonist, trombosit membranindaki spesifik reseptorlere baglaninca plazma membranin
i¢ tabakas1 ve yogun tiibuler sistemden plazmaya kalsiyum salinir. Plazmaya salinan kalsiyum
miktar1, agonistin yapisina ve konsantrasyonuna baglidir. Sitoplazmaya gegen kalsiyum
kalmodulin ile iliskiye girer. Kalsiyum-kalmodulin kompleksi miyozin kinaz1 aktive eder. Aktif
miyozin kinaz miyozini fosforile eder. Fosforilize edilmis miyozin aktin ile iliskiye girerek,

kontraksiyonu baglatir.

Trombositlerde sekresyon olay1 ekzositoz ile gergeklesir. Sekresyon olay1 sitoplazmik Ca
yiikselmesi ile baslar (65). Daha sonra kontraktil elemanlar graniilleri santrale g¢ekerler.
Santralde toplanan graniiller membranla iligkili acik kanal sistemiyle veya direk trombosit
membrani ile fiizyona ugrayarak iceriklerini hiicre disina bosaltirlar(48,49). Trombosit
sekresyonunda yogun graniiller plazma membrani ile kaynasirken alfa graniiller hiicrenin

ylizeyine agilan kanal sistemi ile kaynasir(65,66).

Baz1 graniillerin Once birbirleri ile birleserek siiper graniilleri olusturdugu
gosterilmistir(48,49). Bu siiper graniillere su ve elektrolit girmesi sonucu graniiller genisler ve
mubhtevalar1 seyrelir. Sertligi azalmig olan bu birlesik graniiller aktin myozin mikrofibril aginin

kasilmasi ile trombositin merkezinden perifere dogru hareket ederler.

Immunhistokimyasal calismalarla fibrinojen, BTG ve PF4’{in biiyiik vakuollerin yani sira
plazma membrani1 boyunca da lokalize oldugunu gdstermis ve bazi sekresyon tiriinlerinin dig

membrana bagl olarak bulunduklart sonucuna varilmistir (49).

Ozetleyecek olursak; trombosit aktivasyonu ile birlikte disk bigimindeki trombositler
kiire sekline doniisiir, psédopodlar olusur, alfa graniiller hiicre merkezine toplanir ve sekresyon

gelisir. (Sekil 2.7)
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Sekil 2.7: Trombositlerde Graniil Sekresyonu (48)

Aktive plateletler prokoagulan bir ylizey olusturarak ve dolasan doku faktoriinii ortaya
cikararak fibrin formasyonunun olugsmasini destekler. Bu nedenle plateletler hemostazin
esansiyel bir komponenti oldugu gibi arteryal trombozun da dnemli bir komponentidir. Simdiye
kadar yapilan ¢alismalar, dolasan aktive ve/veya hiperreaktif platelet varliginin yiiksek

trombotik riski artirabilecegini gostermistir.

Miyokard enfarktiisii, iskemik stroke ve periferik arter okliizyonunun ana nedeni olan
arteriyal trombiis, aterosklerotik plak varliginda meydana gelir. Plak riiptiirii oldugu zaman
plateletler subendotelyal matriksteki vWF ve kollajen fibriller ile baglant1 kurarak aktive olur.
Trombin formasyonu ve plak iligkili doku faktoriin acgiga ¢ikmasiyla da indirekt aktivasyon
meydana gelir (68-70). Bugiin aterosklerozun bir inflamatuar hastalik olduguna ve plateletlerin

ozellikle damar duvarindaki inflamatuar reaksiyona katkida bulunarak aterosklerotik plak
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gelismesinde 6nemli rol oynadigina inanilmaktadir (71). Kardiyovaskiiler hastaliklarda aspirin,
klopidogrel ve GPIIb/Illa antagonistleri gibi platelet fonksiyon inhibitorlerinin koruyucu
etkisinin gosterilmis olmasi da plateletlerin atherotrombozda rol aldiginin 6nemli bir gostergesi
olmustur. Aspirinin trombotik olaylar1 azaltmasindaki basaris1 (72) ve platelet voliim, say1 ve
fonksiyonunun kardiyovaskiiler oliimlerin ongoriilmesindeki prognostik degeri (73,74)

plateletlerin 6nemini destekleyen kanitlardandir.
Plateletler aktive olunca gesitli trombosit aktivasyon markerlar1 salgilanmaktadir.

Alfa granil Urinleri:

v Beta tromboglobulin
v’ Platelet faktor 4
v' ADP, ATP, serotonin, kalsiyum ve pirofosfat

Trombosit hacim degisiklikleri:

v Mean platelet voliim (MPV)
v’ Platelet distribution width (PDW)

Membran glikoproteinleri:

v Soluble CD40 ligand
v" Soluble P selektin
v Glikoprotein V

v Glikoprotein I1b/llla
v Glikokalisin

Metabolik trinler:

v PGI2

v Tromboksan A2

v Tromboksan B2
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Bu markerlar in vivo ve in vitro olarak calisilabilmektedirler. In vivo calismalarda; tam

kan, ELISA ve flow sitometri yontemi kullanilabilmektedir.
In vitro platelet fonksiyon testleri:

v Spontan aggregasyon testleri
v Agonistle uyarilmis aggregasyon testleri

v Adezyon testleri (kollagene adezyon, cama adezyon)

2.3.3. TROMBOSIT AKTiVASYON MARKERLARI
2.3.3.1 Platelet Faktor 4

Trombositlerin aktivasyonu sonucunda alfa graniillerden diisik molekiil agirlikta
trombosite 6zgii 2 protein salinir. Bunlar trombosit faktor 4 (PF4) ve afinitesi diisiik trombosit
faktor 4 (LA-PF4)’diir. (75,76) LA-PF4’iin plazmada proteolizisi sonucu B-tromboglobulin
ortaya cikar.(77) BTG ve PF4 endojen heparinle birleserek onu notralize ederler ve
koagiilasyonu hizlandirirlar. PF4’{in anti-heparin aktivitesi BTG’ye gore 6,5 kat fazladir. (78)
PF4 trombositlerden proteoglikanla molekiil agirligi 350.000 olan bir kompleks halinde salinir.
Bu kompleks plazmada ¢oziiniir. PF4 molekiil agirligi 7700 olan birbirinin ayn1 dort alt gruptan
olusan bir tetramerdir. Tetramer olarak agirlig1 30000 daltondur. PF4 salindiktan sonra endotel
hiicrelerine hemen yapisarak dolasimdan temizlenir. BTG ise bobrekler yoluyla temizlenir. Bu
nedenle PF4’iin yar1 6mrii 10 dakika, BTG nin ki ise 100 dakikadir. BTG ve PFT trombositlere
ozgiil proteinler olduklar i¢in plazma diizeylerinin artmasi in vivo trombosit aktivasyonunun

giivenilir bir 6lgiitii kabul edilmektedir. (79)
2.3.3.2 p-Tromboglobulin

B-tromboglobulin yaklasik 36, 000 dalton agirliginda trombosite spesifik bir proteindir.
Tanimlanmis 4 tip subiinitesi mevcuttur(80). Alfa graniillerden salgilanir(80) BTG’nin
yarilanma omrii yaklasik 100 dakikadir.

Platelet hiperaktivasyonu alfa graniillerden ozellikle BTG ve PF4 gibi igeriklerin
salinmasini saglar(81). Bu platelet aktivasyonu subendotelyal yapilar, aterosklerotik yapilar,
cesitli immun kompleksler ile iligkisi sonucu ortaya cikar. Aktivasyon ADP, kollojen ve

trombin gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan indiiklenebilir(81).
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Trombosite spesifik proteinleri degerlendiriken hiperkoagiilan durumlarin veya
pretrombotik yatkinliklarin fibrinopeptid ve D-dimer gibi diger markerlar1 géz Oniinde
bulundurmak gereklidir. Bununla birlikte bobrek hastaliklarinda BTG’nin renal Klirensi
azaldigindan dolay1 platelet hiperaktivasyonu olmadan plazma BTG diizeylerinde artisa egilim
vardir (82).

Trombosit hiperaktivasyonu ile ilgili olarak myokard infarktiisii(83), kalp kapak
hastaliklari(84), embolizm(84), vendz trombozlar(85), distal wvaskiiler hastaliklar(81),
diyabet(86), cerrahiler(87), kanser(81) gibi durumlarda plazma BTG diizeyleri artar.

2.3.3.3 Serum Soluble CD40L

CDA40, 45-50 kDa agirliginda, 277 aminoasitten olusan glikoprotein yapida membran
bagimli bir molekiildiir (Sekil 2.8). CD40 geni 20g11-2-q13-2 kromozomda bulunmaktadir.
CDA40 tiimor nekrozis faktdr (TNF) ailesi iiyelerinden biridir. CD40 B hiicresinin her gelisme
asamasinda, monosit, makrofaj, trombosit, foliikiiler dentritik hiicrelerinde, eozinofillerde, aktif
CDS8 pozitif T hiicrelerinde eksprese olur. Kan hiicrelerinin disinda CD40, timiis epitelyum
hiicresinde, bobrek, keratinosit, sinovial membran fibroblast1 ve deri fibroblast1 hiicrelerinde ve
aktif endotelyal hiicreler lizerinde sentezlenmektedir (88). CD40 aktivasyonu endotel hiicreleri
ve diiz kas hiicrelerinde trombosit aktive edici faktor (PAF), inflamatuvar mediatér molekiil

sentezini artirarak neoanjiogenezi indiiklemektedir.

INSAN CD 12 MODEL]

M chsitlfid bam

Sekil 2.8: insan CD40 modeli
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CD40’1in ligand1 olan CD40L (CD154), TNF ailesinin bir {iyesidir. CD40L, trimer
seklinde olup aktif olan CD4 pozitif, CD8 pozitif, T hiicrelerinde sentezlenmektedir. Bunun
disinda degisik seviyelerde monosit, aktif B hiicreler, vaskiiler endotelyal hiicreler, diiz kas
hiicreleri, dentritik hiicreler ve trombositler {izerinde de goriilebilir (88). CD40-CD40L iliskisi
ilk olarak T-cell bagimli B cell immiin cevapta gosterilmistir. Ancak son yillarda yapilan
calismalar bu reseptor ligand iliskisinin ateroskleroz ve degisik inflamatuvar olaylarda da
onemli rol aldigin1 géstermektedir (88). CD40 L’1n trimerik membran bagimli formu diginda,
aktive trombositlerden saliman 18-kDa’luk soluble (sCD40L) formu vardir. Trombositler
sirkiilasyondaki soluble CD40L’1n ana kaynagidir. Trombin, ADP ya da kollajen ile aktive olan
trombositler SCD40L salgilarlar (89). Membran bagimli CD40L’1n sinyal iletimi hiicre i¢inde
sentezlenen sCD40L’1n sinyal iletiminden daha sinirli ve daha yavastir (90). (Sekil 2.9)

acdventisya

Exdote] hixres:
tombositler
T-hicrest

makrofy

Sekil 2.9: CD40- CD40 L etkilesimi

Son calismalar aktive trombositlerin endotel hiicrelerindeki CD40-CD40L etkilesimini
saglayarak inflamasyon ve koagulasyonda onemli rol oynadigini gostermektedir (91) (Sekil
2.9). CD40-CD40L etkilesimi ile endotel hiicreleri ve monositler doku faktorii
sentezlemektedir. Doku faktérii normalde dolasimda bulunmayan ve endotel hasari sonucu
ortaya ¢ikan, doku hiicrelerinin membraninda bulunan bir proteindir. Doku faktorii sentezi DIC
ve ateroskleroz gibi trombotik olaylara eslik etmektedir (88). CD40L trombositlerin
proinflamatuvar yanitinda ve cylooxygenase-2 (COX-2) ekspresyonunu artirarak vaskiiler

endotelyumun aktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (92,93).
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Trombositler aktive olunca ylizeylerinde CD40L sentezlemeye baslar. Daha sonra
membranda bulunan CD40L serbestleserek soluble forma geger. Kandaki soluble CD40L’1n
%90 kaynag1 trombositlerdir. Serum sCD40L trombosit aktivasyonunda ve arterial trombiis

stabilizasyonunda rol oynamaktadir (93).

sCD40L trombosit aktivasyonunu :

1. P selektin ekspresyonu ve trombosit degraniilasyonu

2. Reaktif oksijen ve nitrojen sentezi

3. Trombosit agregasyonu ve trombosit 16kosit konjugasyonu
yaparak artirmaktadir (94).

Pek c¢ok c¢alismada serum sCD40L’in adezyon molekiillerini, sitokinleri, matriks
metalloproteinazlar1 ve doku faktorii sentezini artirarak aterom plagi gelisiminde énemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Hipertansiyonda serum sCD40L’1n artmig oldugu gosterilmistir. Serum
sCD40L artis1 anormal anjiogenezis belirteci olan anjiopoietin-2 artis1 ile koreledir(95). Artmis
serum sCD40L diizeyi kardiovaskiiler hastalikta prognostik 6neme sahiptir. Anjiogenezis pek
cok mediatoriin rol aldig1 kompleks bir olaydir. VEGF ve anjiopoietin endotel i¢in en 6zgiin
olanlardir. Anjiopoietin 1 diiz kas hiicreleri tizerine etki ederek kan damarlarmin
matiirasyonunu saglamaktadir. Anjiopoietin 2 ise anjiopoietin 1’in Tre 2 reseptor
antagonistidir. VEGF ile birlikte kan damarlarinin stabilizasyonunu bozarak yeni damar
tomurcuklanmasina izin verir. Deneysel ¢alismalarda CD40-CD40L sistemi ile anjiogenez
arasinda iliski bulunmustur. Melter ve arkadaslar yaptiklari deneysel ¢alismada insan umblikal
ven endotel hiicrelerini sCD40L ile muamele etmisler vee VEGF mRNA ekspresyonunun
arttigin1 gostermistir (96). Ayrica VEGF nin de anjiopoietin 2’yi upregiile ettigi gosterilmistir.
Trombositler vaskiiler inflamasyonu ve anjiogenezisi arttirarak hipertansiyonlu hastalarda
kardiovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine neden olurlar. Farelerde, cilt altina sCD40L
enjeksiyonu sonrasi invivo olarak anjiogenezisin indiiklendigi gosterilmistir (97). Metabolik
sendrom ateroskleroza neden olan proinflamatuvar ve protrombotik olaylarin eslik ettigi bir
durumdur. Serum sCD40L’in diyabet ve hiperkolesterolemi gibi kardiovaskiiler hastalik
riskinin arttigt durumlarda ytikseldigi gosterilmistir (98). Yapilan caligmalarda metabolik

sendromda monositlerde CD40 ve CD40L sentezi kontrol grubuna gére artmustir. Ikinci olarak
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metabolik sendromda serum soluble CD40L’in arttigi ve bunun ana kaynaginin aktive

trombositler oldugu gosterilmistir (98).

Crohn ve {llseratif kolit gibi inflamatuvar barsak hastaliklarinda immiin ve nonimmiin
mekanizmalar rol oynamaktadir. Inflamatuvar yanitta CD40-CD40L interaksiyonunun major
rol oynadigi diistiniilmektedir. CD40L ve sCD40L’in fibroblast, endotel hiicreleri gibi
nonimmiin hiicrelere baglanmalar1 sonucu proinflamatuvar olaylarin tetigi c¢ekilmektedir.
Calismalarda CD4 (+) T hiicreler ve aktive trombositlerin intestinal fibroblastlara ve intestinal
mikrovaskiiler endotel hiicrelerine etki ederek ICAM-I ve VCAM-I sentezini artirdigi
gosterilmistir. Proinflamatuvar olaylarin yaninda CD40L doku faktorii sentezini de arttirarak
protrombotik olaylarda rol oynamaktadir. Soluble CD40L’in trombozis ve inflamasyonda
Oonemli rolii vardir. Bu nedenle ¢esitli inflamatuvar barsak hastaliklari, SLE, RA, kardiovaskiiler
hastaliklar gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda ve trombotik hastaliklarda serum sCD40L
konsantrasyonu yiiksek bulunmustur (99). Diyabetik hastalarda yapilan ¢alismalarda glikoz ve
AGE (advanced glycation end product)’nin trombositlerden sCD40L salimimini artirdigi
gosterilmistir. Artmis serum sCD40L konsantrasyonu hiperglisemi ile inflamasyon arasindaki
iliskiyi gostermektedir (100). CD40-CD40L sisteminin aktive olmasi hiimoral ve seliiler immiin
cevabin artmasina neden olur. B hiicrelerinde CD40L’1n baglanmas1 sonucu proliferasyon ve
memory B hiicrelerine farklilagsma olmaktadir. T hiicrelerinde CD3 ligasyonundan kisa bir siire
sonra CD40L hiicre yiizeyinde belirir. CD40L olmayan farelerde antijen spesifik T-cell
cevabinda azalma oldugu gosterilmistir (88). Primatlarda anti-CD40L antikoru kullanilarak

bobregin akut rejeksiyonu engellenmistir.

CD40 hematolojik malignensilerde ve solid tiimorlerde de salinmaktadir ancak CD40’1n

kanser gelisimindeki rolii kesin ispatlanamamustir (101).

Kord kanindaki ve kemik iligindeki pek ¢ok progenitdr hiicre CD40L eksprese eder.
CD40L mutasyonu notropeninin eslik ettigi memory B hiicrelerinin olmadigi, T hiicre

fonksiyonunun degistigi ciddi enfeksiyonlarin eslik ettigi hiper [gM sendromunun gelismesine
neden olur (102).

Trombositler sirkiilasyondaki sCD40L’mn ana kaynagidir (71). Trombositlerin
agregasyonu ve aktivasyonu sCD40L’1n serbestlesmesi ile iliskilidir. Rekombinant sCD40L ile
yapilan ¢aligmalarda trombositlerde P selektin seviyesinin arttigi gézlenmistir. Ayrica sSCD40L
anlamli olarak trombosit agregasyonunu artirmigtir. P selektin trombosit-16kosit

agregasyonunu artirmakta ve trombosit-ndtrofil-monosit konjugat formasyonlar1 olmaktadir.
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Trombosit aktivasyon ve agregasyonu ayni zamanda oksidatif stresi de indiiklemektedir.
Trombositler CD40-CD40L interaksiyonu ile koagulasyon ve inflamasyonun orkestra sefidir
(102).

2.3.3.4 P-Selectin

Selektinler, lokositlerin damar duvarina baglanmasi ve sonra kandan ayrilmasini saglayan
molekiiler olaylar zincirinin en basinda yer alirlar (103). Bu yolla selektinler nétrofil ve
monositlerin inflamasyon bdlgesine gecmesini saglar. Selektinlerden L-Selektin lenfosit
resirkulasyonu sirasinnda lenfositlerin lenf diigiimlerine gogli olayinda rol alir. E-Selektin

notrofil ve monosit i¢in sitokinlerle uyarilabilen endotel hiicre adezyon molekiiliidiir (104).

Bir hiicre yilizey adezyon molekiilii olan P-Selektin, insanlarda trombositlerin alfa
graniilleri ve endotel hiicrelerinin “Weibel-Palade’’ cisimciklerinde depo halinde bulunur.
(105,106) Weibel-Palade cisimciklerinde bazal seviyede bulunan P-Selektin; histamin,
trombin, platelet aktive edici faktor (PAF) gibi aktive edici faktorlerle karsilastiginda birkag
dakika icinde hiicre yiizeyine dagilir ve lokositlerin baglanmasina yardimci olurlar. Bu
hiicrelerin aktive olmasi ile hizla hiicre yiizeyine gegen P-Selektin, notrofiller ve monositler

arasindaki adezif iliskiden sorumludurlar.

P-Selektin ayrica siiperoksit olusumu, graniiler sekresyon ve trombositleri aktive eden
faktorlerin ve 1kotrienlerin sentezi ile de iliskilidir.(108,109) Ozellikle trombinin aktive ettigi
trombositlerin notrofil ve monositlere adezyonu, P-Selektin araciligiyle gerceklesmektedir.
(105,106)

Aktive plateletlerdeki P-Selektin ekspresyonu sadece 16kosit-endotel adezyonunu degil;
plateletler aras1 agregasyon ve Glikoprotein IIb/I1la-fibrinojen baglantisini da stabilize eder. P-
Selektin, doku faktorii(TF) olusumunu indiikledigi gibi aktive monosit/makrofajlardan PAF
tretimini indiikleyerek prokoagiilan aktiviteye yardimci olmaktadir.Bu da P-Selektinin

inflamasyonda ve aterogenezde rol aldigin1 gdstermektedir.
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2.3.3.5 Ortalama Trombosit Hacmi (MPV)

MPV; trombosit biiylkligiinii gosterir. Yapilan calismalarla MPV’deki yilikselme
trombosit biiyiikliigiinde artis ile birlikte oldugu, biiylik trombositlerin ise normal trombositler
ile karsilagtirildiginda enzimatik ve metabolik olarak daha aktif durumda olduklar
gosterilmistir (110,111). Ayrica hacmi artmis trombositler; daha yogun graniil igerip, kollajen
ile daha ¢abuk aktive olan, fazla tromboksan B2 iireten, daha fazla seratonin ve BTG salgilayan
ve daha fazla GP Ib ve GPIIb-GPIIla reseptorii eksprese etme kapasitesine sahiptirler. Bu
nedenle trombositlerin hem subendoteliyal dokuya hem de biri birilerine baglanma kapasitesi
artmistir (112,113).

AMI’de MPV yiiksekligi, 6liim ve rekiirren vaskiiler olaylarm bagimsiz bir prediktorii
oldugu gosterilmistir (114). Martin ve ark. (114) AMI geciren ve yiiksek MPV sahip olan
hastalarin iki yillik izlemlerinde, MPV yiiksek olan grupta reinfarktiis ve 6liim gibi kot klinik
sonuglar ile birliktelik oldugunu gosterdiler. Kiligli -Camur ve ark. (115) kararli angina
pektoris, kararsiz angina pektoris, AMI ve normal kisileri aldiklar1 bir ¢alismada; AMI ve

kararsiz angina pektoris olan grupta MPV degerlerini daha yiiksek bulmuslardir.

Akut vaskiiler olaylar disinda, Yang ve ark. (116) kararli ve kararsiz angina pektoris olan
hastalarda elektif sartlarda PTKA yaptiklari bu hastalarin periprosediirel MPV ile 6 aylik donem
icindeki restenoz arasindaki iligki degerlendirilmistir. Restenoz olan grupta MPV, olmayanlara

gore daha yiiksektir.

Yine diyabetik hastalarda MPV normal kisilerden yiiksektir ve ozellikle tip 1l
diyabetiklerde siirekli bir trombosit stimiilasyonu oldugu gosterilmistir. Diyabetiklerdeki
kronik stimiilasyonun nasil gerceklestigi agiklanamamistir(117). Yine vaskiiler yapilarin
patofizyolojisinde biiyiik rol oynadigi preeklamptik gebelerde MPV yiiksek bulunmustur (118).
Ayrica MPV’nin yasla birlikte degisim gosterdigi; yeni doganlarda diisiik olup yas ilerledikce
trombosit hacminde bir artis oldugu gézlenmektedir (119).
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Tablo 2.5: Ortalama Trombosit Hacmini Arttiran ve Azaltan Durumlar

MPYV Artiran Durumlar

MPV Azaltan Durumlar

Akut Koroner Sendromlar

Akut iskemik olaylar (Inme, Gegici
Istemik Atak)

Kadinlar (Preeklamsi, Hormon
Replasman Tedavisi)

Aterosklerotik hastaliklar (Koroner
Arter Hastalig1, Renal Arter Stenozu)

Diyabet

Hipertansiyon

Obesite

Hiperkolesterolemi

Infeksiyon (Dissemine Intravaskiiler
Koagiilasyon, Sepsis)

Inflamatuvar Barsak Hastaliklar1

Hematolojik Hastaliklar (Demir
Eksikligi Anemisi, Idiyopatik
Trombositopenik Purpura,

Trombositopeni, Aplastik Anemi)

Romatizmal Kalp Hastalig1

Akut Poststreptokoksik
Glomerulonefrit

Kronik Bobrek Yetersizligi

Nefrotik Sendrom
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz prospektif kesitsel bir ¢alismadir. Eyliil 2013-Mart 2014 tarihleri arasinda
Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran BTM
hastalarindan uygun olan ve goniillii olan 37 kisi ¢calismamiza dahil edildi. Yas, cinsiyet ve
viicut kitle indeksi (VKI) bakimindan benzer olan ve BTM olmayan, 01 Nisan 2014-20 Nisan
2014 tarihleri arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 poliklinigine

basvuran 41 kisi kontrol grubu olarak ¢calismamiza dahil edildi.

Calhisma Dislama Kriterleri:

1 Akut ve kronik enfeksiyonu olanlar,

2. Antiagregan veya antikoagiilan kullananlar,

3 Oral kontraseptif ve kolesterol diisiiriicii ila¢ kullananlar,

4. Kontrolsiiz hipertansiyon, iskemik kalp hastali§i, kalp yetmezligi,
serebrovaskiiler hastalig olanlar,

5. Periferik arter hastaligi, venoz trombozu olanlar,

6 Solid tiimorii, hematolojik malignitesi olanlar,

7 Gebelik veya laktasyon doneminde olanlar,

8. Kollajen doku hastalig1 olanlar,

9 FMF, Tip 1 DM, hipertiroidi ve hipotiroidisi olanlar,

10. Adrenal ve hipofiz yetmezligi olanlar,

11. Vitamin B12, folik asit ve demir eksikligi anemisi olanlar,

12. > Grade 2 bobrek yetmezligi, kronik hepatiti ve portal hipertansiyonu
olanlar,

13. Trombositopeni ve trombositozu olanlar,

14. Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 olanlar,

15. KOAH ve astim hastalig1 olanlar.

Mean corpuscular volime (MCV) < 80 fL., mean corpuscular hemoglobin (MCH) < 27
ug ve HbA2 > %3.5 olanlar BTM olarak kabul edildi. WHO kriterlerine gére anemisi olmayan
(erkekler icin Hgb > 13 g/dL, kadinlar i¢cin Hgb > 12 g/dL olanlar) ve MCV ve MCH’si normal

olanlar kontrol grubuna dahil edildi.
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Viicut kitle indeksi VKI: [Kilo(kg)]/[Boy(m)]2 formiiliine gore hesaplandi. Calismaya
dahil edilen her hastanin 6zge¢misi, soygecmisi ve kullandigi ilaglar sorgulanip fizik muayenesi
yapildi. Kan ve idrar tetkiki ve gerektiginde goriintiileme tetkikleri kullanilarak komorbiditeleri
degerlendirildi. Dahil edilme ve dislama kriterleri degerlendirilerek uygun olan hastalar

caligmaya dahil edildi.

Kan ornekleri sabah ag olarak alindi ve rutin kan analizleri ayni giin yapildi. Tam kan
sayimi; Sysmex XT 18001 ( ROCHE-2011, Kobe, Japan) cihazi ile, biyokimya ornekleri
COBAS-C sistem kitleri kullanilarak COBAS 8000 (ROCHE-2007, Tokyo, Japan) cihazi ile
analiz edildi. Tiroid hormonlar1 Advia Centeur kitleri (Advia-2013-Tarrytown, USA)
kullanilarak kemiliiminesans metotuyla Siemens Advia Centaur (Siemens-2006, Dublin,
Ireland) cihaz1 ile ¢alisildi. Hemoglobin elektroferezi ise yiliksek performanslt lipid
kromotografi (HPLC) yontemi ile Shimadzu 20-A ( Shimadzu-2013, Kyoto, Japan) cihazi
kullanilarak degerlendirildi.

Beta tromboglobulin ve platalet faktor 4 analizi amaciyla plazma elde etmek i¢in % 3.8
sodyum sitratli plastik tiipe, 1/9 oraninda kan alindiktan sonra 2500 devirde 20 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi. Santrifiij edilen plazma polipropilen plastik tiiplere almarak -80 °C’de 25 giin
saklandi. sSCD40L ve sPS analizi amaciyla serum elde etmek i¢in ise jelli tiipe kan alinip 20
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij

edildikten sonra serum kismi polipropilen plastik tiiplere alinarak -80 °C’de 25 giin saklandi.

Human soluble CD40L Platinum marka ELISA Kiti (Bender Med Systems, cat no:
BMS265, lot no: 87059020, Vienna-Austria), Human soluble P-selektin Platinum marka
ELISA (Bender Med Systems; cat no:BMS219/4; lot no: 93950016 Vienna; Austria) Kitleri
kullanildi. Human B-TG Assera Chrom Stago marka ELISA kiti ( cat n0:00950, lot no: 111398,
Seine - France), Human PF4 Assera Chrom Stago marka ELISA (cat no : 00951, lot n0:111112,
Seine — France) kitleri kullanildi. Multiskan FC® Microplate Reader cihazi (Thermo Scientific,
USA) ile 450 nm dalga boyunda okuma yapildi.

Calismaya katilan hastalar BTM ve kontrol grubu olmak tizere iki gruba ayrildi. Bu iki
gruptaki nominal bagimsiz degiskenler Ki-kare testi kullanilarak karsilastirildi. Siirekli sayisal
degiskenlerin normal dagilim gosterip gostermedigi One Sample Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilarak degerlendirildi. Daha sonra iki gruptaki normal dagilim gdsteren siirekli sayisal
degiskenler Student’s T testi ile, normal dagilim gostermeyen siirekli sayisal degiskenler Mann-

Whitney U testi ile karsilastirildi.
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Iki kuyruklu p degeri < 0.05 ise istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi. Arastirmamiz
Bezmialem Vakif Univeristesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alinarak yapildi. Biitiin
hastalardan bilgilendirilmis onam formu alindi. Calismamiz 2009 Helsinki Bildirgesine gore

gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

Arastirmamiza 99 hasta alindi1 ancak dislama kriterlerine goére 21 kisi calismadan
cikarildi ve arastirmamiz 50 tanesi kadin, 28 tanesi erkek olmak lizere toplam 78 hasta ile
gerceklestirildi. BTM grubunda 37 kisi (24 kadin, 13 erkek), kontrol grubunda ise 41 kisi (26
kadin, 15 erkek) calismaya dahil edildi. Iki grup arasinda cinsiyet dagilim1 yéniinden anlamli

farklilik bulunamamustir (p= 0,918).

Tablo 4.1: Gruplara gore cinsiyet dagilimi

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41) p degeri
Cinsiyet, Kadin/Erkek 24/13 26/15 0,918

BTM grubunun yas ortalamasi 39,90 + 13.94, kontrol grubunun yas ortalamasi1 39,02 +
11.68 olup aralarinda anlamli farklilik bulunamamistir (p=0,760).Calismaya alinan tiim

hastalarin yas ortalamasi ise 39.4 &+ 12.7 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Gruplara gore yas dagilimi

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41)
Ortalama + s.sapma Ortalama + s.sapma p degeri
Yas 39,90 = 13.94 39,02 +11.68 0,760

Calismamizda her iki grubun viicut kitle indeksi(VKI) karsilastirilmistir. VKI hastalarmn
kilolarinin boylarmin karesine béliinerek hesaplanmistir. BTM grubunun VKI ortalamasi
26,92+4,76 kg/m2, kontrol grubunun VKI ortalamas1 25.83+3.57 kg/m2 olarak tespit edilmis
olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0,560).
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Tablo 4.3: Gruplarin Viicut Kitle indeksinin Karsilastiriimasi

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41)

Ortalama =+ s.sapma Ortalama =+ s.sapma p degeri
Viicut Kitle Indeksi 26,924+4,76 25.83+3.57 0,560
(kg/m2)

BTM ve kontrol grubu hemogram agisindan karsilastirildiginda ise; hemoglobin (Hb),
hematokrit (Htc), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular haemoglobin (MCH);
BTM grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi (p<<0,005). PDW(platelet
distribution width), RBC (red blood cell), RDW (red cell distribution width) ise BTM grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi (p<<0,005). MPV(mean platelet voliime),
trombosit ve beyaz kan hiicresi (WBC) ise her iki grupta benzer olarak sonuglandi (p>0,005).

Tablo 4.4: Hemogram i¢in BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41) p degeri
RBC x 1012 /L 6,11 £0.88 4.79 £0.60 <0.001
Hb, g/L 117.5 £13.6 135.1£16.8 <0.001
Htc, % 36,67 +£3.90 40.50 +4.04 <0.001
MCH, pg/cell 19.81 £2.51 27.49 £5,09 <0.001
MCV, fL 61.34£3.79 84.78 £6.53 <0.001
RDW, % 16.90 £1.47 13.28 £1.28 <0.001
WBC, x109/L 7.23 £2.03 6.62 +1.99 0.184
Platelet, x109/L 288.15 £73.26 264.49 £ 73.02 0.152
MPV,fL 10.32+£0.91 10.07 £0.63 0.156
PDW, % 14.17 £2.47 12.00 £1.47 <0.001
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Trombosit aktivasyon markerlerinden sCD40L diizeyi, gruplar aras1 karsilastirildiginda
BTM grubunda kontrol grubuna gore anlamhi olarak diisiik saptanmistir (p:0,009). BTM
grubunda sCD40L 35,24 £5,15, kontrol grubunda ise 50,45+26,89 olarak bulunmustur.

Tablo 4.5: sCD40L i¢in BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37)

Kontrol grubu (n:41)

Ortalama + s.sapma

Ortalama =+ s.sapma

p degeri

sCD40L, IU/ml

35,24 +£5,15

50,45+26,89

0,009

SPS diizeyi de, gruplar arasi karsilastirildiginda BTM grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiikk saptanmistir (p:0,010). BTM grubunda sPS 250,10 +80,24, kontrol

grubunda ise 291,95 £57,18 olarak bulunmustur.

Tablo 4.6: sPS i¢in BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37)

Kontrol grubu (n:41)

Ortalama =+ s.sapma

Ortalama =+ s.sapma

p degeri

sPS, IU/ml

250,10 +£80,24

291,95 +57,18

0,010

BTM ve kontrol grubu karsilastirildiginda BTG diizeyinde iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamistir (p:0,497). BTM grubunda BTG 355,06 +40,25, kontrol
grubunda ise 348,68+41,46 olarak bulunmustur.

Tablo 4.7: BTG i¢in BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37)

Kontrol grubu (n:41)

Ortalama + s.sapma

Ortalama + s.sapma

p degeri

BTG, IU/ml

355,06 £40,25

348,68+41,46

0,497
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PF4 diizeyi, gruplar aras1 karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmamistir (p:0,507). BTM grubunda PF4 159,63+£22,68, kontrol grubunda ise
155,90425,79 olarak bulunmustur.

Tablo 4.8: PF4 i¢in BTM ve control grubu

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41)

Ortalama + s.sapma Ortalama + s.sapma p degeri

PF4, IU/ml 159,63+22,68 155,90+25,79 0,507

BTM grubunda sigara icerenler BTM ve kontrol grubunda sigara icen kisi sayist 10,
kontrol grubunda ise sigara i¢en sayisi 11 olarak bulunmus olup iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanamamistir (p: 0,813). Sigarayr birakmis olan kisi sayist ise BTM
grubunda 2, kontrol grubunda ise 3 kisi olarak bulunmustur ve iki grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanamamustir (p:0,906).

Tablo 4.9: Sigara icenler ve sigaray1 birakanlar icin BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41) p degeri
Sigara icenler 10 11 0,813
Sigaray1 birakanlar 2 3 0,906

BTM ve kontrol grubu esansiyel hipertansiyonu olan hasta sayisi ag¢isindan
karsilagtirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p:0,870).
BTM grubunda esansiyel hipertansiyonu olan hasta sayist 4, kontrol grubunda ise 5 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.10: Esansiyel hipertansiyon i¢in BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37) Kontrol grubu (n:41) p degeri
Esansiyel 4 5 0,870
hipertansiyon
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BTM grubunda Tip 2 Diyabetes Mellitus hastalig1 olan hasta sayis1 3, kontrol grubunda

da 3 olarak bulunmustur. Iki grup arasinda Tip 2 Diyabetes Mellitus hastalig1 olan hasta say1si

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p:0,768).

Tablo 4.11: Tip 2 Diyabetes Mellitus icin BTM ve kontrol grubu

BTM grubu (n:37)

Kontrol grubu (n:41)

p degeri

Tip 2 Diyabetes
Mellitus

3

3

0,768

BTM grubu ve kontrol grubu kullanilan ilaglar agisindan karsilastirildiginda ise iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).

Tablo 4.12: Kullanilan ilaglar i¢in BTM ve kontrol grubu

BTM grubu Kontrol grubu p degeri

(n:37) (n:41)
Stilfaniliire 1 1 0.520
Metformin 3 3 0.768
ACE inhibitorii 1 2 0.928
Anjiotensin reseptor blokeri 2 1 0.928
Amlodipin 1 1 0.520
Beta-bloker 1 2 0.928
Ditiretik 1 1 0.520
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda baktigimiz trombosit aktivasyon markerlarindan sCD40L ve sPS,
BTM grubundaki hastalarda anlamli olarak diisiik bulunmustur. CD40/CD40L sistemi
TNF ailesine ait olup protrombotik ve proinflamatuar role sahiptirler (120). CD40 ve
CD40L T hiicrelerinin, monositlerin, aktif B hiicrelerinin, vaskiiler endotelyal
hiicrelerin, diiz kas hiicrelerinin, dentritik hiicrelerin ve aktif trombositlerin tizerinde
goriilebilir (120). Serum sCD40L trombosit aktivasyonunda ve arterial trombiis

stabilizasyonunda rol oynamaktadir (121).
sCD40L trombosit aktivasyonunu :
1. P selektin ekspresyonu ve trombosit degraniilasyonu
2. Reaktif oksijen ve nitrojen sentezi

3.Trombosit agregasyonu ve trombosit I0kosit konjugasyonu Yyaparak

artirmaktadir (122).

sCD40L sadece ileri aterosklerozlu kisilerde degil ayni zamanda genel
populasyonda da prognostik role sahiptir. Yapilan bir ¢alismada ateroskleroz risk grubu
tastyan grupla saglikli grup arasinda yapilan karsilastirmada bazal sCD40L diizeyi 95
persentilin iizerinde olan saglikli gruptaki kisilerde de 4 yillik izlemde ateroskleroz

gelistigi gdzlenmistir (120).

Artmis sCD40L diizeyleri sadece klinik olarak aterosklerotik hastaligi olanlarda
degil ayn1 zamanda aterosklerozun komplikasyonlarin1 yasamamis ama ateroskleroz
risk faktorlerini tagiyan ornegin; Tip 2 diyabet ve/veya hiperkolesterolemi ve/veya

hipertansiyonlu ve/veya obesiteli hastalarda da gosterilmistir (123).

Bu sonug ateroskleroz risk faktorlerinin plateletlerden sCD40L salinimini stimule

ettigini diistindiirmektedir (123).

P-Selektin plateletlerin alfa graniillerinde ve endotel hiicrelerinin Weibel-Palade

cisimciklerinde bulunabilen bir adezyon molekiiliidiir (123). P-selektin hem aktive
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platelet hem de aktive endotelin hiicre dis ylizeyinde mevcut olmasina ragmen Ol¢iilen
sPS’in ¢ogunlugu platelet orijinlidir (124). Platelet aktivasyonunu takiben yiizey
membraninda P-Selektin eksprese olur ve daha sonra buradan ayrilarak kana salinir
(123). Kan alindiktan sonra hemen plazmasi ayrilmak sartiyla plazma sPS diizeyi ex
vivo artis gostermemektedir. Ayrica sPS diizeyi antikoagiilan kullanimindan ve farkl
plazma elde etme metodlarindan etkilenmedigi i¢in giivenilir bir in vivo platelet

aktivasyon markeri olarak kullanilabilir (123).

P-Selektin kan hiicreleri ile endotel arasindaki interaksiyonda rol oynadigi, bazi
l6kositlerin ve plateletlerin endotele adezyonundan kismen sorumlu oldugu icin
kardiyovaskiiler olaylarin prediktorii olarak kullanilabilir (124). Yapilan hayvan
deneylerinde de P-Selektin diizeyi diisik olan hayvanlarin atherosklerotik plak
gelistirme egiliminin azaldigir gosterilmistir (124). Ayrica aktif aterosklerotik plakta
artmig P-Selektin ekspresyonu varken fibrotik inaktif plakta P-Selektin ekspresyonu
yoktur (124).

Fareler iizerinde yapilan bir calismada farelerde P-Selektin defekti olusturulduktan
sonra farelerin kanama zamaninin uzadig1 ve hemorojik lezyonlarin arttigi gézlenmistir.
Bu farelere normal platelet transfiizyonu yapildiginda ise daha biiyiik ve daha kalsifiye
aterom plaklarinin olustugu gozlenmistir (125). Koroner arter hastaligi, hipertansiyon
ve atriyal fibrilasyon gibi bir takim hastaliklarda plazma sPS diizeyinin arttigi

gosterilmistir ve bu prognozla da iliskili bulunmustur (124).

Calismamizda sCD40L ve sPS’in BTM grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik saptanmas1 BTM’li hastalarda serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik
olaylarin genel popiilasyona gore daha seyrek goriilmesi ile ilgili olabilir ve BTM’li
hastalarda trombositlerin daha az aktif oldugu hipotezini destekleyebilir. Ciinkii
calismamizda BTM ve kontrol grubunda bulunan kisiler ayn1 kardiyovaskiiler risk
faktorleri tasimasina ragmen (yas,cinsiyet, VK1, lipid profili, tip 2 DM,HT,sigara) BTM
grubunda sPS ve sCD40L anlamli olarak diigiik saptanmaistir.

Arastirmamizda baktigimiz BTG ve PF4 diizeyleri ise BTM ve kontrol grubunda
benzer olarak saptandi. BTG ve PF4 platelet spesifik kemokinler olup platelet alfa

graniillerinde depolanirlar. Plateletler aktive oldugu zaman ise kana salinirlar (123). Bu
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kemokinlerin yiiksek seviyeleri protrombotik ve trombotik hastalarda in vivo platelet

aktivasyonunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (123).

BTG ve PF4 farkli salinim ve eliminasyon siiresi nedeniyle ayni1 anda bakilmalidir.
Bu sayede in vivo platelet aktivasyonu, in vitro artefakt olarak yiiksekliginden ayrilmis
olur (123). PF4 dolasimdan hizlica temizlenirken BTG daha uzun bir siire yiiksek kalir
(123). Temel bilimlerde baslangigta yapilmis gbzlemlere gore bu iki molekiil platelet
aktivasyonu i¢in timit verici bir marker gibi goriiniirken, akut koroner sendromda
faydasim1 gosteren ¢cok az c¢alisma vardir ve bu c¢alismalar netlesmemis sonuglar

vermistir. Bizim ¢alismamizda da bu iki marker her iki grupta benzer bulunmustur.

BTM’de simdiye kadar MPV ve PDW dahil hic¢bir in vivo platelet aktivasyon
markeri ¢alisilmamistir. Sadece in vitro adezyon ve agonistle uyarilmis trombosit
fonksiyon testlerinin c¢alisildigi iki adet ¢alisma vardir ve 1978-1979 yillarinda
yapilmustir.

1979 yilinda Fernandez de Castro Pompo ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada
in vitro platelet fonksiyon testlerinde BTM grubunda kollajen adezyonu kontrol grubu

ile benzer iken cam adezyonu BTM grubunda daha diisiik bulunmustur (126).

Agonistle indiiklenen platelet agregasyon testlerinde BTM grubunda kontrol
grubuna kiyasla kollajen, ADP, adrenalin, arasidonik asit ve trombine azalmis
agregasyon cevabi elde edilmistir. Ristosetine cevap ise her iki grupta benzer
bulunmustur (126). Bu ¢alisma kolay ekimoz, epistaksis ve menometroraji gibi deri ve
mukoza kanamalarinin bazi BTM’li ve beta talasemi majorlii hastalarda gézlenmis

olmasi sebebiyle yapilmistir (126).

Ayrica 1978 yilinda Eldor ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada daha az
sayida BTM’li hasta grubunda ADP, kollagen, ristosetin ve adrenaline azalmis platelet

agregasyon cevabi elde edilmistir (127).

Bu iki ¢alisma bizim ¢alismamiz i¢in ilham kaynagi olmustur. BTM’li hastalarin
plateletleri genellikle daha az aktif veya defektif olabilir. Bu durum BTM’de iskemik
olaylarin daha az yasanmasina sebep olurken bazi BTM’lilerde bu trombosit defekti

daha belirgin olup kendini hemorajik egilim seklinde gosterebilir.
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Calismamizda iki trombosit aktivasyon markeri kontrol gurubuna benzer
bulunurken iki trombosit aktivasyon markeri kontrol gurubundan diisiik bulunmustur.
Aslinda BTM de trombositleri aktifleyebilecek bir neden vardir. Bu da BTM li
hastalardaki diisiik dereceli hemolizdir. Ciinkii hemolizin trombositleri aktive ettigi
bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda BTM gurubunda PDW anlamli olarak daha yiiksek
iken MPV anlamli olmayarak daha yiiksekti. Bu sonu¢ BTM de esasen bir miktar
trombosit aktivasyonu oldugunu gosterebilir. Buna karsilik iki trombosit aktivasyon
markerin1 kontrol gurubundan diigiik iki trombosit aktivasyon markermin kontrol

gurubuna benzer bulunmasi ilging bir durumdur.

sCD40L ve sPS membran glikoproteinleri grubundan olan trombosit aktivasyon
markeri iken BTG ve PF4 alfa granullerinden salinan platelet aktivasyon markerleridir.
Buna gore BTM’de trombositlerin membran glikoproteinleri grubu trombosit

aktivasyon markerlerinde bir defekt olabilir.

sCD40L ve sPS ile iskemik olaylar arasindaki iliski PF4 ve BTG’ninkine gore
daha giiclii olarak gosterilmistir. Calismamizda sCD40L ve sPS nin diisiik bulunmasi,

PF4 ve BTG nin kontrol grubuna benzer bulunmasindan daha ¢ok anlam ifade edebilir.

BTM’lilerde serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik olaylarin daha seyrek
goriildiigiiniin tespit edildigi bir meta-analizde erkeklerde boyle bir koruyuculugun
oldugu ancak kadinlarda boyle bir durumun s6z konusu olmadigi bildirilmistir (128).
Bunun sebebi meta-analizde ele alinan ¢calismalarda bayan hasta sayisinin erkeklere gore
cok diisiik olmasi olabilir veya gergekten BTM sadece erkek cinsiyette iskemik olaylara

kars1 koruyucu olabilir (128).

Daha Once bahsettigimiz gibi BTM’liler kolesterol degerleri daha diisiik oldugu,
kan basinglar1 daha seyrek ve ilimli olarak yiikseldigi ve kan viskoziteleri daha diisiik
oldugu i¢in serebrovaskuler ve kardiyovaskiiler iskemik olaylar1 daha seyrek yasamig
olabilirler (128). Bize gore bu hipotezlerin hepsi gecerli olabilir ve BTM’de iskemik
olaylarin daha seyrek gozlenmesi multifaktoryel olabilir. Ayrica BTM’de trombosit

aktivasyonunun diisiik olmasi da buna katkida bulunabilir.
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Calismamiz  dislama kritelerinde bahsedilen sartlar platelet aktivasyon
markerlarini etkiledigi bilinen veya etkileyebilme ihtimali olan durumlardir. Ancak
trombosit aktivasyon markerlarini etkiledigi bilinen tip 2 DM ve esansiyel hipertansiyon

hastalarin1 her iki grupta da benzer sayida olacak sekilde ¢alismamiza dahil ettik.

Calismaya alinan hasta sayimizin nispeten az olmasi c¢alismamizin bir

limitasyonudur.

Calismamizin hipotezinin kanitlanmasi i¢in flow sitometri metoduyla trombosit
aktivasyon markerlarinin bakilmasi ve tam kan in vitro agregasyon testlerinin yapilmasi

gerekmektedir.

Biz bu ¢alismay1 yaparak daha farkli platelet aktivasyon markerlarinin bakildig:
ve farkli platelet aktivasyon marker analiz yontemlerinin kullanildigi ve daha biiyiik

popiilasyonlarda yapilacak yeni ¢aligsmalara kap1 agmis olabiliriz.

Sonug olarak; BTM’li hastalarda, serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler iskemik
olaylarin genel popiilasyona gore daha seyrek goriilmesinin bir sebebi de BTM’li

hastalarin hipoaktif trombositlere sahip olmasi olabilir.
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