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OZET

Kardiyovaskiiler hastalarda antitrombositik ilaclarin damarsal patolojileri azalttiqi, bazi1 hastalarda ise
antitrombositik tedaviye ragmen vaskiiler olay yasayan hastalarin oldugu bilinmektedir. Trombosit
fonksiyon testlerinin antitrombositik tedavi izleminde kullanimi tartismali olsa da antitrombositik tedavi
izleminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Giintimiizde c¢esitli 6lciim metodlari kullanan bir¢ok trombosit
fonksiyon test cihazi bulunmaktadir. Ancak farklh metodlarin Kullanilmasi, standardizasyonun
sadlanamamasi ve hastalarin klinik durumunu her zaman tam olarak yansitamamasi bu testlerin klinik
uygulamalarda oldukca 6nemli kuskular dogurmasina neden olmaktadir. Yinede trombosit fonksiyon
testleri hastalarda uygun antitrombositik ila¢ secimine, uygun dozun ayarlamasina yardimci olur. Bu
derlemede trombosit aktivasyonu ve trombositlerin trombiis olusumundaki yeri, giincel trombosit
fonksiyon testleri ve antitrombositik tedavi gbren hastalarda gelisen ila¢ direnci ele alinacaktir.

Anahtar Sézciikler: Trombositler; trombosit fonksiyon testleri; antitrombositik ilaglar

ABSTRACT

It is known that anti-platelet drugs reduce the vascular pathologies in patients with cardiovascular
disease. Despite using these drugs there are still a number of patients suffering from vascular events.
Even though monitoring antiplatelet drug therapy with platelet function tests is contentious, they are
widely in use. The wide variety of available platelet function tests using different methodologies, the
apparent lack of standardization, and emerging evidence on the clinical value of platelet function testing
are resulting in a considerable uncertainty in the clinical practice, Nevertheless, platelet function testing
has clinical benefits for the patients and also helps in identifying the right drug at the right dose for the
right patient. In this review article, platelet activation, formation of thrombosis, up-to-date platelet
function tests and drug resistance in patients receiving anti-platelet drugs will be discussed.
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GIRIS biiyiime, metastaz, inflamasyon ve aterosk-

. . leroz gibi olaylarda 6nemli gorevleri vardir.
Trombositler; hem normal hemostazin sag-

lanmasinda hem de patolojik kanama, trom-  Antitrombositik tedavi kardiyovaskiiler hasta-
boz ve inflamasyonda kritik ®neme sahiptir. liklara bagh mortalite ve morbiditenin azal-
Vazokonstriksiyon, damarsal tamir, tiimoral tilmasinda 6nemlidir. Geri doniisiimsiiz sik-
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loksijenaz inhibitorii olan Aspirin, ve P2Y12
adenozin difosfat (ADP) reseptor antagonisti
olan Klopidogrel gibi sik kullanilan antitrom-
bositik ilacglara karsi gelisen direncg, yuksek
riskli hastalarda meydana gelen iskemik
olaylar ile paralel oldugu bulunmustur. Bu
nedenle kardiyovaskiiler hastaliklarda, anti-
trombositik ilaclarin etkisini test etmek icin
trombosit fonksiyon testleri ile hastalarin
izlenmesi gerektirmektedir. Ancak in vivo
trombosit fonksiyonlar1 ve ex vivo trombosit
fonksiyon testlerinin sonuclari arasindaki
iliski net olarak tam ortaya konulamamustir
(1).

Antikoagulan tedavilerin, yillardir bilinen siki
laboratuvar takiplerinin tersine, antitrombo-
sitik tedavilerin takibi ¢ok yayginlasmamis ve
standardize edilememistir. Antitrombositik
tedaviye baslama ve izleminde de yanitlan-
masi gereken bazi 6énemli sorular mevcuttur:
1. Hastalar secilen antitrombositik ajana
karsi direncli midir? 2. Hedeflenen duzeyde
inhibisyon icin gerekli doz nedir? 3. Tedavi
sonlandirildiktan sonra ne Kkadar sirede
cerrahi girisim gibi hastayr biiytik bir he-
mostatik sikintiya sokacak durum karsisinda
trombosit fonksiyonlari normale doéner? 4.
Antitrombositik tedavi sonrasi gézlenebilen
trombositopeni gercekten tedavinin kendi-
sinden mi kaynaklanmaktadir? Hastalarin
klinik durumu ile yakindan ilgili olan bu
sorular nedeniyle antitrombositik tedavinin
laboratuar izlemi daha siki standardizasyonu
ve gelistirilen yontemler ile saglanmaya
calisiimaktadir.

Trombosit fonksiyon testleri trombosit fonk-
siyonlarinin olciimiinde altta yatan mekaniz-
malar ve klinikte kullanim kolayigi goz
oniinde bulundurularak smiflandirlmistir:
Tarama testi olarak Kkullanilan ancak stan-
dardizasyonu saglanamadidi icin terk edilen
kanama zamani Olcimii, trombosit agregas-
yonu temeline dayanan agregometri testleri,
akim sitometri testleri, hasta basi testleri
(POCT) (2).

Bu derlemede trombosit aktivasyonu ve
trombositlerin trombus olusumundaki yeri,
guincel trombosit fonksiyon testleri ve anti-
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trombositik tedavi géren hastalarda gelisen
ilac direnci ele alinacaktir.

Trombositlerin hemostazdaki rolii ve
trombosit aktivasyon mekanizmalari

Primer hemostaz sirasinda trombositler ve
hasarli damar duvari arasinda cesitli etkile-
simler gerceklesir ve adezyon, aktivasyon ve
agregasyon olarak bir dizi fonksiyonel yanit
sonucunda trombiis olusur (1,3).

Baslangi¢ta, damar duvarinin hasarli bolge-
sinde endotel tabakasinin kaybi sonucu top-
lanan trombositler ‘trombosit aktivasyonu'na
ugrar. Subendoteliyal matrikse trombosit-
lerin adezyonu trombosit yilizeyindeki gli-
koprotein Ib-V-IX (GP Ib-V-IX) kompleksi ve
plazma von Willebrand Faktorii (VWF)Un
etkilesimi sonucu gerceklesir. Adezyonu taki-
ben bu bodlgeye toplanan trombositler bir-
birleriyle etkilesime girer. Agregasyon olarak
adlandirilan bu siurecte fibrinojen en énem-
lisi glikoprotein IIb/llla (GPIIb/llla) olan
spesifik trombosit reseptorlerine baglanir.
GPIIb/Illa ayrica vVWF'i de baglama 6zelligine
sahiptir. istirahat halindeki trombositler hic-
bir zaman fibrinojen ile baglanamaz. Trom-
bosit aktivasyonu sonucu GPIIb/Illa komplek-
sinde yapisal degisiklikler meydana gelir ve
fibrinojeni baglar. Aktive trombositlerin dens
grantllerinden ADP ve serotonin salinir.
Ayrica aktive trombositlerin koagulasyon
mekanizmalar uzerine de etkileri mevcuttur.
Trombosit membran lipoproteinlerinde ger-
ceklesen cesitli reaksiyonlar sonucunda ne-
gatif yuklu fosfolipidler; oOzellikle fosfotidi-
Iserin, trombosit ylizeyine dogru yer degis-
tirir ve K vitamini bagimh koagulasyon fak-
torlerinin baglanmasini kolaylastirarak koa-
gulasyon kaskadinin hizlanmasini saglar (3).

Bir grup fizyolojik agonist trombositlerde
bulunan 6zgiil reseptorleri aracihdl ile trom-
bosit seklinde degisiklik (diskoid sekilden
sferik sekle doniisiim), agregasyon, sekres-
yon ve Tromboksan A2 (TxA2) sentezini
sadlar. Bu agonistler; ADP, Kkollajen, trombin,
TxA2, epinefrin ve trombosit aktivasyon
faktorti (PAF)'tir. Trombositler ADP agonistine
purinerjik reseptorler aracihdi ile yanit verir.
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Bunlar P2Y1, P2Y12 ve P2X1'dir. P2Y1
reseptorit  sitoplazmik kalsiyum artisina
neden olur. P2Y12 reseptoru adenilil siklaz
inhibisyonu yaparak trombositlerdeki siklik
adenozin monofosfat seviyelerini azaltir.
Tienopiridin grubu antitrombositik ajanlar
(Klopidogrel, tiklopidin, prasugrel) P2Y12
reseptoriinii hedef alir. Trombosit aktivas-
yonunun en baslangici arastiriimak isten-
diginde P2X1 reseptorii incelenmelidir.

Trombin proteaz aktive reseptorler (PAR)
aracili@i ile trombosit yanitini uyarir. Trom-
bositlerde PAR1 ve PAR4 reseptorleri fazla
miktarda bulunur. GPVI trombositlerde bulu-
nan temel Kollajen reseptori olup im-
munglobulin reseptdr siiper-ailesinin  bir
uyesidir. Trombosit reseptorleri ile trombin,
ADP ve TxA2 gibi agonistlerin baglanmasi
sonucu fosfolipaz C ile fosfoinozitidlerden
diacilgliserol, inozitol 1,4,5-trifosfat; arasido-
nik asitten (AA) TxA2 gibi hiicre ici mesajci
molekiller sentezlenir ve salinir. Bu mediya-
torler sayesinde trombositlerde cesitli yanit-
lar olusur: Kalsiyum (Ca*?) mobilizasyonu,
protein fosforilasyonu, agregasyon, sekres-
yon ve tromboksan sentezi (3).

Trombosit ylizey reseptorleri ve bazi anahtar
hiicre i¢i enzimler (fosfolipaz A2, fosfolipaz C
ve adenil siklaz) arasi etkilesimler G prote-
inleri araciidy ile gerceklesir. Bircok sekre-
tuvar hiticrede oldugu gibi trombosit aktivas-
yonu sonucunda sitoplazmik iyonize Ca*?
konsantrasyonu artar; inozitol 1,4,5-trifosfat
hiicre ici depolarda bulunan Ca*? igin haberci
olarak gorev yapar. Sitoplazmik Ca** konsan-
trasyonunun artmasi farkl olaylari da tetikler:
fosfolipaz A2 aktivasyonu ve sonucunda TxA2
sentezi; miyozin hafif zincir fosforilasyonu ve
sonucunda trombosit sekil dedisikligi ve
sekresyon meydana gelir. Diacilgliserol pro-
tein kinaz C (PKC) enzim ailesini aktive
ederek plekstrin, gibi bazi proteinlerin fosfo-
rilasyonunu saglar. PKC trombosit yaniti
olusumunda GP Ilb/llla aktivasyonu da dahil
onemli gorevleri olan bir enzimdir. Trombo-
sitler, ylizey reseptorlerinden hiicre icerisine
sinyal transportunu saglayan cesitli G prote-
inleri igerir. Ornegin, ADP (P2Y1) ile fosfo-
lipaz aktivasyonu ve Ca*? mobilizasyonu Gaq
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protein araciliyla, P2Y12 ADP reseptOriiyle
adenilat siklaz inhibisyonunu Gai proteini
aracilidiyla gerceklestirir. Diger bir iyi bilinen
trombosit aktivasyon yaniti TxA2 sentezidir.
TxA2 sentezinin baslangic ve hiz Kisitlayic
basamagdi membran fosfolipidlerinden fosfo-
lipaz A2 araciligiyla AA'in ortaya cikisidir.
Serbest AA sikloksijenaz enzimi ile prosto-
glandin G2 ve H2'ye, tromboksan sentazla
TxA2'ye doner. Fibringjenin GPIIb/lIlla komp-
leksine bagdlanmasi tirozin kinaz aktivasyonu
ve iliskili olaylar ile sonuclanir (3,4) (sekil 1).

Antitrombositik ilaclar

Antitrombositik tedavinin ana mekanizmasi
trombosit fonksiyonlarinin baskilanmasi olup,
trombosit fonksiyonlarini inhibe edici ilaclar
trombosit aktivasyonunun degisik asamala-
rindan birini hedef alir. lyi bir antitrombositik
ilac selektif olarak TxA2 sentezini inhibe
etmeli, trombosit adezyon ve agregasyonunu
onlemeli, vaskiiler prostoglandin 12 sentezini
artirmal;, trombin ve tromboksana bagdh
trombosit agregasyonunu inhibe etmelidir.

Aspirin (Asetilsalisilat)

En yaygin kullanilan antitrombositik ilag olup
kardiyovaskiiler hastaliklarda inme ve MI'inii
yaklasik %22 oraninda azaltir. Midede
absorbe olur. Kanda, 10 dakika icinde tespit
edilir ve 30-40 dakikada pik konsantrasyona
ulasir. Karaciger ve dolasimda esterazlar ile
yikiip temel metaboliti salisilat (t'2=3-6
saat)'tir (5).

Aspirinin hedefi viicutta u¢ sekilde bulunan
COX sikloksijenaz enzimidir. (COX1: Asil
form, COX2: Inducible (uyarilabilir) form,
COX3: Putatif (varsayillan) form, COX1 ve
2'nin genetik varyanti). COX1, trombositlerde
TxA2 sentezinin temel enzimidir. TxA2 giicla
vazokonstriuktor ve trombosit agonistidir.
Aspirin COX1 ve COX 2 enzim aktivitelerini
geri donuisumsiiz olarak inhibitoriidur (5).

COX enzim inhibisyonu aspirin dozu ile
iliskilidir. Duisiik doz aspirin COX1 inhibis-
yonu yaparken, COX2 inhibisyonu icin yliksek
dozlara ihtiya¢ vardir. Aspirinin antiagregan
ve anti inflamatuvar etkilerinin farkh dozlarda
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Sekil 1. Trombosit aktivasyon yolaklari

gerceklesmesi bu nedenledir. Dusuk doz-
larda (30-375mg) selektif ve gugclii COX1
inhibisyonu yapar; antitrombositik (Trom-
boksan A2 inhibisyonu) etki olusturur; miyo-
kard enfarktiuisii ve strok dnlemede yardim-
cidir. Trombositlerin yasam siiresince (7-10
aun) etkilidir. Yiiksek doz (1.5-2gr)’larda ise
prostasiklin inhibisyonu yaparak analjezik,
antipiretik, antiromatizmal ve antiinflamatu-
var etkiler olusturur. Aspirin COX1'i COX2'ye
gdre daha fazla inhibe etmektedir. COX1
trombositlerde yapisal olarak bulunmakta
iken COX2 inflamatuvar yanit gdsteren
huicrelerde daha fazla bulunmaktadir (6).

ADP reseptor inhibitorleri

Tiklodipin, Klopidogrel veprasugrel tienopiri-
din tirevi ilaclar olup damar ceperindeki
zedelenme sonucu aktif trombositlerden sali-
nan ADP, diger trombositlerin yiizeylerindeki
ADP reseptorlerine etki ederek diger trom-
bositlerin aktive edilmesini engeller. Tieno-
piridin turevi ilaclar geri donilisiimsiiz ADP
reseptor (P2Y12 reseptorleri) blokaji yapar.
Prodrug (6nilag) olarak viicuda alindiklari igin
oncelikle aktif metabolitlerine donerek etki
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dgosterirler. Koroner arter hastaliqi, iskemik
inme, gecici iskemiler veya periferik arter
hastalii olanlarda yada ©nlemede Kkul-
lanihirlar (7).

GP IIb/Illa Reseptor inhibitorleri

Abisiksimab, Eptifibatid ve tirofiban GP IIb/
llla reseptdr inhibitodrleri olup trombosit
agregasyonunun son basamadgini inhibe
ederler. Damar duvarinda olusan hasar ne-
deniyle salinan ADP, TxA2 ve koagulasyon
faktorleri gibi agonistler trombosit ylizeyinde
bulunan GPIIb/llla reseptorlerine baglanir ve
trombositler arasinda baglar olusturarak
agregasyon sagdlar. Bu grup ilaclar GP IIb/Illa
reseptoriine badlanmak icin fibrinojen ve
VWF ile yarisarak onlarin baglanmasini dnler-
ler (6). Yuksek riskli akut koroner sendromda
aspirin ve dusiik molekul adgirlikli heparin ile
birlikte Kkullanimmm daha yararli oldugu
gosterilmistir (8)

Antitrombositik tedavi direnci

Standard tek basina yada ikili antitrombositik
tedavi goren akut koroner sendrom olgula-
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rinda bazen tekrarlayan advers kardiovasku-
ler olaylar izlenmektedir. Baslangicta anti-
trombositik tedavi alan bazi hastalarda kismi
antitrombositik etki olmasi aspirin direnci
yada klopidogrel direnci olarak adlandiril-
mistir. Ancak antitrombositik tedavide
trombosit fonksiyon Ol¢iim yOntemlerindeki
standardizasyon eksiklikleri, esik degerlerin
kesin olarak belirlenememesi gibi nedenlerle
‘direnc’ in tam olarak tanimi yapilamamuistir.

Direng iki sekilde gorulebilir:

+ Klinik direnc¢: antitrombositer ilag kulani-
mi1 sirasinda kardiyovaskiiler bir olay ge-
cirme

+ Laboratuvar direnci: antitrombositer ilag
Kullanimt sirasinda in vitro trombosit reak-
tivitesinin tam olarak bloke edilememesi

Laboratuvar ve Kklinik direng¢ birbirinin tam
olarak aynisi degildir. Laboratuvar direnci
varsa her zaman kardiyovaskiiler bir olayla
sonuclanmaz. Klinik direngte yetersiz tedavi
mevcuttur. Antitrombositer ila¢ kullananlarda
gelisen direncte her zaman laboratuvar
direnci olmaz. Bazen de ikisi birlikte gorulir
(9,10).

Aspirine direnci etkileyen faktorler

Trombosit aktivasyonu cesitli yolaklar tizerin-
den gerceklesir: Trombin olusumu, shear
strese bagli trombosit adezyonu, cesitli
trombosit agonistlerinin salimimi (ADP, AA,
TxA2). COX1 ya da AA/TxA2 bagimsiz yolaklar
aktif ise aspirinin antitrombositik etkisi azalir.
Viicutta kisisel volum dagilimmin heteroje-
nitesi veya adirlhik farklilklan gibi Kisisel
varyasyonlar nedeniyle aspirin direnci gelise-
bilir. Trombosit turnoverinin arttiqi cerrahi
girisim, travma sonrasi dénem, miyelopro-
liferatif hastaliklar ve diabetes gibi durumlar-
da trombosit sayisi ve aktif COX artisi olur.
TxA2 sentezi artar. COX2'nin varlidi ve artmis
aktivitesi nedeniyle direng¢ gortlebilir. Akut
koroner sendromlu olgularda TxA2 sentezi
%95 aspirin ile inhibe edilirken, idrarda
halen 11-dehidro TxB2 saptanmasi COX2
aktivitesini goOsterir. Makrofaj, monosit,
endotel hiicrelerinde bulunan COX2 aracilidi
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ile aspirine direncli tromboksan sentezi mey-
dana gelebilir. Genetik faktorler, trombosit
reaktivitesi ile iliskili Kisiler arasi degisken-
ligin %30’unu olusturmaktadir. Bunlardan en
sik Kkarsilasilanlari COX1 A842-G polimor-
fizmi ve P1*V*? polimorfizmi'dir. COX1 A842-
G polimorfizmi nedeniyle enzim ekspres-
yonu, fonksiyonu, koroner arter hastalidinda
farmakolojik ajanlar ile etkilesimi azalr.
P1*A2 polimorfizmi nedeniyle GPIIB/IIIA eks-
presyonu azalir. Aspirin tedavisine ragmen
trombosit aktivasyonunda alternatif yolak
varhidr olusur. Nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclar AA’'in COX1 aktif bolgesine baglanmasi
etkilenir. AA’in asetilasyonu inhibe olur.
Nonsteroid antiinflamatuvar ilaclarm ve
aspirinin COX enziminde baglanma bolgeleri
cok yakindir. Birlikte kullanildiklarinda yaris-
mal etkilesimler olmaktadir. Bunun disinda
enterik kapli aspirin tabletleri ve normal
aspirin tedavileri ayni etkiyi gdstermez.
Emilim ve biyoyararlanim ile ilgili farkliliklar
mevcuttur. ilacin 1 yildan énce kesilmesi ve
diizensiz kullanimi sonucunda %18 olguda
tekrarlayan Kardiyovaskuler hastaliklar gorul-
mekte ve advers kardiyovaskiiler olay riski 3
kat artmaktadir (4,11,12).

Klopidogrele direnci etkileyen faktorler

Klopidogrelin azalmis biyoyararlanimi; teda-
viye uyumsuzluk, diasuk doz Kkullanimi ve
prodrugun ince barsaktan emiliminin azal-
mast gibi durumlarda diren¢ gelisebilir.
Tedaviye uyumsuz stentli olgularda, akut mi-
yokard infarktiisu 30 giinde %13.6 oraninda
gorulebilmektedir. Lipofilik statinler, Ca ka-
nal blokerleri, omeprazol gibi ilaglar kara-
ciderde CYP3A4 cesitlilidi (3A4, 2C9, 2C19,
1A2) nedeniyle Klopidogrelin metabolizma-
sini etkileyebilir.

Genetik CYP2C19 681G>A (*2) polimorfizmi,
P2Y1 ve P2Y12 deki polimorfizmler (ADP
badgimli trombosit agregasyonu P2Y12 geni
ile iliskilidir), CYP3A4 polimorfizmi (trombosit
aktivasyonu degisikligine neden olur). Bunlar
disinda vicut Kitle indeksinin artigi, diabetes
mellitus, hiperkolesterolemi ve sigara kulani-
minin da klopidogrel direncine neden olabi-
lecegi gosterilmistir (4,11,12).
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Antitrombositik ila¢ izleminde
laboratuvar

Son yillarda trombosit fonksiyon degerlen-
dirmesi bir dizi klinik durumda giderek artan
oneme sahip olmaktadir: kanama bozuklugu
olan hastalarin tanisi, antitrombositik tedaviye
yanit izlemi, perioperatif hemoztazin deger-
lendirilmesi ve transfiizyon tibbi gibi. Trom-
bositlerin ¢ok cesitli fonksiyonlar1 olmasi
nedeniyle trombosit fonksiyon testleri de bir-
cok farkli metod kullanilarak gelistirilmistir.
Farkli yontemler kullanan cihazlarda aktivas-
yon sadlayan cesitli agonistlerle trombositler
aktive edilerek, trombositlerin adezyon ve
agregasyon kabiliyetleri olusan pihtinin
fiziksel Ozellikleri yada aktive trombositlerin
ozellikleri olgulur.

Trombosit fonksiyonlar1 preanalitik faktorler-
den cok hizli etkilenmektedir. Ornek alimu
sirasinda trombositler Kkolaylikla aktive ola-
bilir. Preanalitik faktorler trombosit fonksi-
yonlarinda cesitlilige sebep olabilir. Trom-
bosit fonksiyon testlerinin uygulamasinda
yiiksek diizeyde deneyim ve dikkat gerek-
mektedir. Ornek antikoagulan olarak trisod-
yum sitrat (%3.2, 0.109M)'lh tuplere 1:9
oraninda alinmalidir. Hastalar, 8 saat gece
aclhi@i sonrasi, istirahat halinde olmalidir.
Ornek allimindan énce sigara, kafein kulla-
nilmamalidir. Ornek alimi sirasinda mini-
mum basin¢ta turnike uygulamasi ve doku-
lart minimum travmatize ederek igne girisi
(19-21 gauge) olmalidir. Once 3-5 ml kan
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atildiktan sonra, ilk sitrath tiipe Ornek
alimahdir. Alinan Ornek tiiptiniin en az 6 defa
yavasca alt-list edilmelidir. Ven6z kan Ornegi
alimi sirasinda erken trombosit aktivasyonu
ve plazmaya ADP salinnmina neden olabil-
mesi nedeniyle mutlaka hemolizden kacinil-
malidir. Lipemik Ornekler optik yontemlerde
optik dansite yiiksekligine neden olmasindan
dolay1 tercih edilmez. Trombositten zengin
plazma hazirlandiktan sonra erken trombosit
aktivasyonuna neden olmasindan dolayr cam
tiiplere konulmamalidir. CO, kaybinin 6nlen-
mesi icin Ornekler calisma baslayana kadar
mutlaka kapaklarnn Kkapali tutulmahdir. Bu
sekilde trombositten zengin plazmanmn pH
degisiklikleri onlenir. Trombositten zengin
plazmanin pH1 7.7-8.0 arasinda olmaldir.
Ornekler trombosit agregasyon inhibisyonu-
nu 6nlemek icin oda sicakhdinda saklanma-
lidir. Ornek, trombosit aktivasyonuna neden
olacaqi icin buz lizerine, buzdolabna, vor-
tekse, ya da shakera konmamalidir. Labora-
tuvara pnomotik sistem ile iletilmemelidir.
Trombosit fonksiyon testlerinde, érnek alimi
ve analiz arasi sure minimum 30 dakika
olmali ve ug¢ saat icinde Olcum tamamlan-
maldir. Trombosit agregasyonu sadece
fibrinojen varhiginda gerceklesebilir. Agrego-
metrik yontemler 6ncesi mutlaka fibrinojen
duiizeyleri kontrol edilir.

Agregometrik yontemleri etkileyen bircok ilag
ve yiyecek-icecek bulunmaktadir. Bu nedenle
mutlaka Tablo 1'de yer alan ilaglarin kulla-
nimi1 sorgulanmahdir (13, 14).

Tablo 1. Olciimleri Etkileyen bazi ilag ve yiyecek-igecekler

¢ Nonsteroid antiinflamatuvarlar: indometazin, ibuprofen, mefenamik asit, COX2 inhibitérler...

o Antibiyotikler: penisilin, sefalosporin, nitrofurantoin, hidroklorokin, amfoterisin...

e Kardiyovaskiiler ajanlar: 3 blokerler
(furosemid), kalsiyum kanal blokerleri

(propanol),

vazodilatorler (nitroprusid, nitrogliserin), diuretikler

e Antikoagulanlar: heparin, kumadin, lepuridin, argatroban, bivalirudin

e Trombolitik ajanlar: streptokinaz, lirokinaz, doku plazmingjen aktivatorii

e Psikotropikler ve anestezikler: trisiklik antidepresanlar (imipramin), fenotiazinler, genel/lokal anestezikler

(halotan)

o Kemoterapétikler: mitramisin, daunorubisin, karmustin

e Dekstran, Radyokontrast maddeler, kinidin, etanol

e Kafein, sarimsak, kimyon, zerdecal
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Kanama zamani

In vivo primer hemostaz degerlendirilme-
sinde kullanilan bir testtir. Cilt delinmesiyle
meydana gelen yaranin trombositler tarafin-
dan hemostatik tika¢ gelistirme suresi yani
kanamanin durma suresi Olgiiliir. Derinin
kalinlidi, Kisilerarasi sicaklik farklari, testin
dogru olmayan yontemler ile uygulanmasi
gibi bircok durumdan etkilenmektedir (15).
Standardizasyon sadlanabilmesi icin gelistiri-
len uygulama cihazlarina ragmen testin dog-
rulugu ve hastalarin Klinigi ¢ogunlukla
uyumlu degildir. Kanama zamani genel ola-
rak dogumsal ve akkiz primer hemostaz bo-
zukluklarinin degerlendirilmesinde bir tara-
ma testi olarak kullanilmaktadir. Trom-botik
tedavi gormekte olan akut miyokard enfark-
tisunde kanamayr 6ngdrmede Kkullanilabilir
ancak antitrombositik tedavinin izleminde
Kullanilmamaktadir (2,3).

Trombosit agregasyonuna dayal: testler

Trombostten zengin plazmada 1s1k
transmittans agregometri (LTA)

LTA, Born tarafindan ilk defa 1960’larda
gelistirildi. Bircok trombosit fonksiyonunu
degerlendirmede halen ‘altin standard’ yon-
tem olarak kabul edilmektedir. Trombositten
zengin plazmaya cesitli agonistler eklenerek
trombosit aktivasyonu ile iligkili yolaklar
degerlendirilir (16). Bu testte GP IIb/llla ba-
dimh olarak in vitro trombosit-trombosit
kiimeleri olusumu, ‘agregasyon’ sonucu isik
transmittansinda artis Olciilir. Optik dansi-
tesi yuksek olan trombositten zengin plaz-
maya ekzojen bir agonist eklendikten sonra
olusan trombosit agregatlan geliserek plaz-
ma daha berrak hale gelir ve 1SIk trans-
mittansindaki artis olgiiliir. Olgiim cihazinda
1sitk kaynagi ve fotosel arasindaki Kkiivette
trombositten zengin plazma 37°C'de devamli
boncukla karistirilir. Agonist eklendikten son-
ra trombositler agrege olur. Transmite edilen
1isik fotosel ile Olgulur. Cihaz %O0’dan (trom-
bositten zengin plazmanin maksimal optik
dansitesi) %100’e kadar (optik dansitesi
olmayan otolog trombositten fakir plazma)
olan hiz ve maksimal optik dansite artisini
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fotometrik olarak Olcer ve kaydeder. Elde
edilen sinyaller trombosit agregasyonu sira-
sinda 1sik tranmittans artisini otomatik olarak
grafiksel bir egdriye donistiirtir. Egrinin
edimi, agregasyonun maksimal genisligi (%)
ve bekleme fazi (lag faz) otomatik olarak
Olciilir ayrica trombosit agregasyonunun 5
faz1 olan bazal diizey, agonist eklenmesi ve
sekil degisimi, primer dalga, sekresyon,
ikinci dalga grafiksel olarak incelenir (2).

Born trombosit agregometri prensibi trom-
bosit fonksiyon bozukluklart ve antitrom-
bositik tedavi izleminde en yaygin kullanilan
yontemdir. En sik kullanilan agregan ajanlar
yani agonistler ADP (2 pM ve 5 pM), AA (1 mM),
kollajen (1 pg/mL), epinefrin (10 pM)dir.
Ayrica kullanilan diger bazi agonistler:
thrombin reseptor active edici peptid (TRAP),
TxA2, mimetic U46619, Kkalsiyum iyonofor
A23187, trombin, serotonin, yilan venomu,
antijen-antikor kompleksleri, solubl fibrin
monomer kompleksleri ve fibrin yikim tirtn-
leridir. Bir antibiyotik olan ristosetin, trom-
bosit fonksiyonunu degerlendirmede Kkulla-
nilan bir diger agonist olup, vWFun GP
Ib/IX/V ile kompleks olusturmasini hizlandirir
(2,17).

Antitrombositik tedavi monitorizasyonunda
(6rnegin aspirin, tiyenopiridin) LTA kullanimi
yiiksek riskli hastalarda istenmeyen major
kardiyovaskiiler olaylar1 6ngérmede kullanil-
maktadir. Hem akut koroner sendrom hem
de stabil koroner arter hastaligi olan has-
talarda ADP -AA-LTA ile Olgiilen rezidiiel
trombosit aktivitesi, bu Kkisilerde iskemik
olaylarm beklenmesi derektigini goOsterir.
Yapilan Klinik ve laboratuar calismalarda ADP
ve/veya AA ile trombosit agregasyon icin esik
degerler belirlenerek antitrombositik teda-
viye yanit vermeyen yani major kardiyovas-
Killer olay gecirme riski olan hastalar
belirlenmeye calisiimistir (18,19).

Bircok laboratuar icin LTA en Onemli ve
trombosit fonksiyonlarini tam olarak ortaya
koyan bir test olmasina ragmen uygulamada
belirgin bazi sorunlar vardir. LTA teknigi or-
nek alimi sirasinda kullanilan antikoagulan,

Turk Klinik Biyokimya Derg 2016; 14(2)



lipemi, hemoliz veya trombositopeni gibi
preanalitik degiskenden etkilenebilir. Testi
uygulayan ve sonuclari yorumlayan labora-
tuvar calisanlarinin yiiksek derecede beceri,
deneyim ve ustalia sahip olmalari gerek-
mektedir. Hasta Orneklerinin calisiimasi
(trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi,
farkli agonist konsantrasyonlarinin kullanimi)
dikkat ve titizlik istemektedir. Bu nedenler-
den dolay1 LTA'nin standardizasyonu stirekli
gelistirilen bir calisma alanidir. Sonug olarak,
LTA'nin trombosit bozukluklarinin saptanma-
sinda birinci basamak testi olarak Kkulani-
labilecegi bircok calismada gosterilmektedir.
LTA sonuclar daha spesifik, ileri testler ile
dogrulanmaldir. Ornedin; akim sitometrisi
ile 6zgiil trombosit komponentlerinin saptan-
masi, lumiagregometri ile trombosit sekres-
yon bozukluklarinin él¢ciimti, yada trombosit
adezyon bozukluklarin1 gésteren yontemlerin
uygulanmasi 6nemlidir (20,21).

Tam kanda impedans agregometri

Antikoagulanli tam kan kullanilmasi nede-
niyle 6rnek hazirhd@ basamaklari uygulan-
maz. Tam Kkan igine yerlestirilen birbirine
belirli bir uzakliktaki iki elektrod yuzeyine
aktif trombositlerin sahip olduklan yuzey
reseptorleri araciliiyla yapismasi saglanir.
Meydana gelen trombosit agregasyonu sonu-
cunda artan elektriksel impedans olculur.
Artan elektriksel impedans Ohm cinsinden
kaydedilir (22).

Kanin diger komponentlerinin de agregas-
yonda etkileri diisiiniildiigliinde; tam kan
Kullanimi trombosit fonksiyonlarinin 6I¢ii-
miinde daha fizyolojik sartlara yakin bir
ortam saglamaktadir. Ayrica bir énemli nokta
da tam kan agregometri, elektrod yiizeyle-
rinde dgerceklestigi icin aktif trombositlerin
agregasyon ve adezyon Kkabiliyetlerini daha
gercekgi olarak yansitir. Tam kan agrego-
metrinin iki 6nemli avantaji daha vardir: 1.
Tiim trombosit sekillerini iceren cok az
miktarda tam kan kullanir. 2. Trombositlerin
agonistler ile aktive edilmesi disinda manuel
bir basamak icermemesi nedeniyle daha hizli
sonuclar elde edilir (2,22).
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Multipl Elektrod Agregometri (MEA), impe-
dans agregometri prensibine dayanan POCT
cihazi olarak gelistirilmistir. Uygulama Kolay-
hig1, hizli olarak komple trombosit fonksiyonu
degerlendirmesi yapilabilmesi nedeniyle tiim
diinyada yaygin olarak Kullaniimaktadir. Bes
kanalli, bilgisayar baglantili, hazir-tek Kkulla-
nimlik kuvetlerde otomatik pipetleme ile iki
bagimsiz sensor unitesi ile 6lcim yapar. Re-
aktifler yani agonist ve diluentler 6n hazirhk
gerektirmeden Kkullanima hazirdir. Her iki
bagimsiz sensor unitesi ayr1 ayri1 dlgum yapar
ve otomatik olarak eqri alti alan (AUC) he-
saplanir. MEA, avantajli kullanimi ve LTA'da
da kullanilan ayni agonistler ile trombosit
aktivasyonu kanama diyatezi tanisi ve anti-
trombositik tedavi izleminde yiiksek klinik
degere sahip oldugu dusiinulmistiir. Bu
nedenle Kkardiyovaskiiler hastalarda trombo-
sit reaktivitesini saptamak icin bircok esik
deger calismasi yapilmistir (23).

MEA sadece antitrombositik ilag kullanan
kardiyovaskiiler hastalarda trombosit reakti-
vitesini saptama degil, ayrica bu tedavi nede-
niyle gelisebilecek kanama riskini de goster-
mede kullanilir. Kardiyak cerrahi dncesi MEA
ile Olculen trombosit fonksiyonu postoperatif
ddnemde kanama riski olan hastalarin
saptanmasinda veya intrakraniyal hemoraji
riskini saptamada yardimaidir (24).

Lumiagregometri

Trombosit grantllerinden adenin niikletidle-
rinin salinimi ve trombosit agregasyonunu es
zamanl olarak oOlcer. Lumiagregometri me-
todunda farkh agonistler ile uyarilan ve aktif
hale gelen trombositlerden salinan adenozin
trifosfat (ATP) luminesans teknikleri kulani-
larak degerlendirilir. Olgiimler trombositten
zengin plazma, yikanmis trombositler ve tam
kanda uygulanabilir. Olciimde aktive trombo-
sitlerden salinan adenozin difosfat lusiferin-
lusiferaz reaktifi aracihdiyla ATP ye cevrilir.
ATP konsantrasyonu ile ile 1sitk emisyonu
dogru orantili olup lumiagregometri ile olcii-
lir. Antitrombosit ila¢ kullanimi izleminde
Kullanimi olmayip dgenellikle dens graniiler
sekresyon bozukluklarinda birinci basamak
tarama testi olarak tercih edilir (25).
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Plateletworks sistemi

Plateletworks tam kanda agregasyon oncesi
ve sonrasi trombosit saymmi temelli bir
sistemdir. Plateletworks agregasyon Kitinde
EDTA ve ADP veya AA iceren sitrath tupler
mevcut olup bir de tam kan sayim cihazi
icermektedir. EDTAl kontrol O&rnegindeki
trombosit sayisi ve ADP / AA iceren sitrath
Kandaki trombosit sayisi elde edilir. Yeterli
trombosit agregasyonu oldugunda sitrath
orneklerin trombosit sayilarinda azalma olur.
Bu test sadece hasta basinda uygulanabilen
Kardiyak cerrahi sirasinda intraoperatif olarak
Kullanilan bir testtir. Hem trombosit sayisi
hem de fonksiyonu hakkinda bilgi verir (26).

Shear streste trombosit adezyon testleri
Trombosit fonksiyon analizorleri (PFA)

PFA’lar kanama zamaninin standardize edil-
mis hali olarak kabul edilmekte olup kanama
zamani testine alternatif bir yontem haline
gelmistir. Shear stres altinda trombositlerin
adezyonu ve cesitli agonistlere karsi agre-
gasyonu prensibine dayali bir metoddur.
Primer hemostazi in vitro sartlarda simile
eden bir sistemdir (27). Sistem igine yerles-
tirilmis Kollajen/Epinefrin (CEPI), Kollajen
/ADP (CADP) veya P2Y ile kapli bir membran
mevcuttur. Analiz tek Kkullanimlik Kartujlar
icinde tam kanda yapilir. Ornek, negatif
basingla kapiller sisteme dogru aspire edilir
ve membran uzerindeki ADP veya epinefrin
dolu mikroskopik acikliktan (147 pum) gecer.
Trombosit agonistleri varhdinda mikroskobik
aciklik tlizerinde trombosit adezyonu ve
agregasyonu ve sonunda trombosit tikaci
olusur ve tikanir. Trombositlerin bu acikhdi
kapamasi ve kanin gecmesinin durmasi icin
dgecen silireye kapanma siiresi denir. Kapan-
ma suresi trombositler ile iliskili hemostazi
Olcer. Aktif trombositler kapanma siiresini
uzaftir (28).

CADP ve CEPI Kartujlar1 Kkullanarak von
Willebrand Hastalidi, Glanzmann trombas-
tenisi veya Bernard- Soluier Sendromu gibi
trombosit defektlerini, antitrombositik teda-
viden ayirimi saglanir. Son yillarda gelistirilen
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P2Y Kkartujlan ile tiyenopiridin grubu ilaclara
olan trombosit yaniti da dlculmektedir (29).

Trombosit sayisi ve hematokrit duzeyi ve
trombosit bozukluklar1 trombosit fonksiyon
analizOrii kapanma suresini uzatir. Ayrica
yuksek seviyelerde vWF, fibrinojen veya erit-
rosit CEPI kapanma suresini Kisaltmaktadir
(28).

Viskoelastik metodlar ile kombine
edilmis trombosit fonksiyon testleri

Tromboelastografi trombosit
haritalama sistemi

Tromboelastografi (TEQ) trombiisiin viskoe-
lastik ve mekanik Ozelliklerini degerlen-
direrek hemostatik sistem hakkinda genel bir
bilgi veren bir dlgiim yontemidir. TEG dusik
shear streste pihti olusmasi icin gecen siire
ve olusan pihtinin kalitesini 6lgen dolayisiyla
hemostatik sistemin hem Kkantitatif, hem de
kalitatif dederlendirilmesini saglayan bir sis-
temdir. Trombositlerin olusan pihti dayanik-
liigina ne kadar katkida bulundugunu o6lger
(30). Antitrombositik ilaclarin degerlendi-
rilmesinde yaygin kullanima sahip degildir.

Akim sitometri yontemi ile
trombosit analizi

Trombosit ylizeyindeki P2Y12 reseptOriiniin
inhibisyonu ve reseptor aktivitesinin dlgtilme-
si i¢in Kkullanilan ydntemlerden biri vasodi-
lator uyumlu fosfoprotein (VASP) testidir.
VASP'a Karsi isaretli antikorlar ile akim sito-
metrik Olgum yapilir. ADP ile P2Y12 reseptor
inhibisyonunu degerlendirmede en ozgiil
testtir. Klopidogrel ve diger tienopiridinlerin
etkisini dlgmede kullanilir. Ancak kompleks
ornek hazirhd Kkullanimini  siirlamaktadir
(31).

VASP trombosit icinde normalde fosforile
olmayan bir proteindir. PGE1 cAMPYi aktive
ederk fosforilasyonu uyarirken, ADP VASP
fosforilasyonunu P2Y12 reseptor aracihidr ile
inhibe eder. Devamli VASP fosforilasyonu
P2Y12 reseptor inhibisyonu ile koreledir.
VASP testi P2Y12 reseptoriine oOzgii olup
P2Y1 reseptoruniin etkisini gostermez, bu
durum ADP agonistli agregasyon metodlarin-
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dan belirgin olarak ayrilmasini saglar. Tiye-
nopiridin grubu ilaglar ile P2Y12 reseptor
blokaji fosforile VASP diizeylerini arttirir.
Fosforile/ defosforile VASP orani tiyenopiridin
grubu ilaclarin P2Y12 blokaj etkinligini yan-
sitmaktadir. ADP stimulasyonu sonrasi Fos-
forile/ defosforile VASP orani azalmaktadir.
Isik transmittans agregometri yontemleri ile
iyi korele sonuclar elde edilmektedir (32).

Aspirin etkisinin laboratuvar
degerlendirilmesi

Oncelikle aspirinin antitrombositik etkisini
degerlendirmek icin COX1 enziminin
substrati olan AA ile indiiklenen ve aspirinle
bloke edilen trombosit agregasyon testi
referans metod olarak Onerilmektedir. Agre-
gometre testleri trombositten zengin plaz-
mada optik-transmittans agregometre sek-
linde ya da tam kanda impedans agrego-
metre seklinde uygulanir. Tam kanda impe-
dans agregometre prensibine dayali POCT
(Multiplate®) cihazlart kullanimi oldukca
yaygindir. Bunun disinda tromboelastografi
ve trombosit haritalama (platelet mapping®)
veya POCT (Verify-Now®) sistemleri ile dlgiim
yapilabilir.

Belirtilen bu metodlarin disinda, yapilan
cesitli calismalar sonucunda hastalar1 aspi-
rine normal yanit veren ve yanit vermeyen
olarak siniflandirilmasi icin esik degderler
Saptanmustir.

Belirlenen esik degerler, agonist olarak AA
uygulanan transmittans yada impedans
agregometrede tam kanda yapilan oOlciimler
icindir. Aspirin icin dusiik yanit transmittans
agregometrede %10-20'nin alti, impedans
agregometrede ise 0 Q'un Uzeri olarak ta-
nimlanmistir (33-35). Sonuclar LTA'da Aspi-
rin Reaksiyon Unitesi (ARU) olarak verilir ve
=549 ARU aspirine bagh trombosit disfonk-
siyonu ve >550 ARU ise yetersiz aspirin etkisi
olarak degerlendirilir. MEA sonuglar egri alti
alan (AUC) olarak verilir. Aspirin testinde AUC
74-136 arasinda olmaldir. AUC diisuk
hastalarda aspirinin antitrombositik etkisi
yeterlidir (23, 36).
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Aspirinin biyokimyasal etkilerinin incelen-
mesi icin en guvenilir test antikoagulansiz
tam kandan 37°C'de 1 saat bekletilerek elde
edilen serumda TxB2 (TxA2'nin stabil meta-
boliti) diizeylerinin Olgiimudur. Trombositle-
rin maksimum tromboksan sentezleme
kapasitesini gdsteren bir test olup aspirin
icin ¢ok hassastir. Ancak Kisilerarasi degis-
kenlik ve tromboksan sentezini aktive eden
uyarilarin c¢esitliligi gibi nedenler yuziinden
aspirine karsi trombositlerin yanitini goster-
mede Kklinik kullanima c¢ok yaygin olarak
gecememistir. Tromboksanin karaciger me-
taboliti olup idrarla atilan 11-dehidro-TxB2
trombosit disi tromboksan sentezini yan-
sitmaktadir. Bu test icin genellikle yaygin
olarak ELISA kullanilmakta ve uygun esik
dederler tam olarak belirlenememistir (37,
38).

Klopidogrel etkisinin laboratuvar
degerlendirilmesi

Klopidogrelin antitrombositik etkisini deger-
lendirmek icin ADP ile indiiklenen trombosit
agregasyon testi referans metod olarak one-
rilmektedir. Agregometre testleri trombosit-
ten zengin plazmada optik-transmittans
agregometre seklinde ya da tam kanda
impedans agregometre seklinde uygulanir.
Tam kanda impedans agregometre disinda
tromboelastografi ve trombosit haritalama
(platelet mapping®) veya POCT (Verify-
Now®) sistemleri ile 6lcim yapilabilir.

Klopidogrel kullanan hastalarda, trombosit-
ten zengin plazmada 20pM ADP ile %60'dan
fazla agregasyon ve 5uM ADP ile %50'den
fazlasinda agregasyon goriilmektedir. Saghk-
hlarda ise agregasyon %75'in uzerindedir.
P2Y12 inhibitorleri (Klopidogrel, Prasugrel,
Ticagrelor)icin agonistler: ADP, PGE1, iso-
TRAP (Trombin Reseptor Aktive edici Peptid)
kullaniir ve sonuclar P2Y12 Reaksiyon
Unitesi (PRU) olarak verilir. Baz PRU dederine
gdre % inhibisyon hesaplanir.

PRU <95 ve % P2Y12 inhibisyonu yiiksek ise
yiiksek kanama riski; PRU >208 ve % P2Y12
inhibisyonu dusiik ise yuksek tromboz ve
iskemi gelisme riski mevcuttur. MEA ile ADP
testinde sonuclar 53-122 AUC arasindadir.
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AUC disuk hastalarda klopidogrelin anti-
trombositik etkisi yeterlidir (39,40,41).

Bir didger Klopidogrelin etkilerini goOsteren
metod VASP fosforilasyonunun akim sito-
metri ile incelenmesidir. Zahmetli ve pahalli
bir yontemdir, ancak hem VASP fosforilas-
yonu hem de P2Y12 reseptoriin klopidogrel
ile inhibisyon yolaklarini ayni anda 6l¢ebildigi
icin trombosit agregasyonuna goére daha
0zgiil oldugu goriilmistir. Kardiyovaskiiler
olay riski icin belirlenen esik degerler trom-
bosit reaktivite indeksi olarak oOlciilmekte
olup cesitli calismalarda > %53, > %48
olarak bulunmustur (42,43,44).

SONUC

Trombositler trombus olusumunda Kilit
dglrevlere sahiptir. Trombosit aktivasyonu ile
iskemik olaylar tetiklenir. Trombosit fonksi-
yon testleri cok cesitli yontemler ile calisila-
bilmekte olup, antitrombositik tedaviye yaniti
dederlendirmede kullanilmaktadir. Test ceva-
binda azalma antitrombositik tedavinin trom-
bosit inhibisyonundaki yetersizligi yansit-
makta ve devam eden rezidiiel trombosit
reaktivitesini gostermektedir. Antitrombositik
tedaviler bu sonugclar dogrultusunda yapil-
malidir. Antikoagulan ila¢ izleminde kulani-
lan INR, doku tromboplastininde elde edilen
uluslararasi standardizasyon sayesinde takip
protokollerine girmis ve siki bir sekilde Kli-
nisyenler tarafindan uygulanmaktadir. Guinii-
miuzde en cok tercih edilen cihazlar impe-
dans ve 1sik transmittans agregometri
prensiplerine dayali olan POCT cihazlandir.
Ancak mevcut trombosit fonksiyon testler
yontemlerinin cesitliligi, ideal bir Olgiim
metodunun tespit edilememis olmasi ve
ideal esik degerlerinin olmamasi antitrombo-
sitik tedavi izleminde daha c¢o6zilememis
olan sorunlardir.
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