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OZET

Beta-Thalassemia Majorlu olgularda tromboembolik
olaylara egilimin arttigi seklindeki klinik gozlemler ve
otopsi bulgularina karsin, bugiine dek tiimii trombosit-
ten zengin plazma 6rneklerinde gergeklestirilmis olan
az sayida arastirmada bu olgularda trombosit agregas-
yon yanitinda azalma saptandigi bildirilmektedir. Su-
nulan arastirmada trombosit agregasyon ve ATP sekres-
yonu yanitlari, Beta-Thalassemia Majorlu 21 olgu ve
ayni vas grubundan 13 saglikli bireyden alinan tam kan
orneklerinde 3 farkli agonist (kollajen, ADP ve trombin)
kullanilarak incelenmistir. Maksimum agregasyon hizi
ve maksimum agregasyon biiyiikligii acisindan deger-
lendirilen trombosit agregasyonu Beta-Thalassemia
Majorlu olgularda 6nemli oranda ytiksek (p<0.001) bu-
lunmustur. Bu olgularda ADP (p<0.05), trombin
(p<0.05) ve kollajen (p<0.01) ile indiiklenen trombosit
ATP sekresyon yanitlari da kontrol grubuna gére 6nem-
li derecede ytiksek olarak saptanmistir. Bu sonuclar,
hastalik tablosunda rastlanan tromboembolik olaylarda
trombosit fonksiyonu artisinin 6nemli role sahip olabi-
lecegini gostermekte ve olgularda antitrombotik tedavi
uygulamasinin kardiovaskdiler ve pulmoner komplikas-
yonlarin 6nlenebilmesi agisindan yararli olabilecegini
distindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beta-Thalassemia Major, trombo-
sit agregasyonu, trombosit sekresyonu, trombozis

SUMMARY

A new approach to platelet functions in

beta-thalassemia major

In spite of clinical observations that indicate incre-
ased frequency of thromboembolic events and autopsy
findings in patients with Beta-Thalassemia Major, seve-
ral studies all of which were performed in platelet rich
plasma samples have reported that response of platelet
aggregation to agonists is reduced in these cases. In the
present study, responses of platelet aggregation and
secretion were examined in the whole blood samples
from 21 patients with Beta-Thalassemia Major and 13
age-matched healty individuals using 3 different ago-
nists (collagen, ADP and thrombin). Platelet aggregati-
on that was evaluated as maximal rate of aggregation
and maximal extent of aggregation was significantly
higher (p<0.001) in the cases with Beta-Thalassemia
Major. It was also determined that ADP (p<0.05),
thrombin (p<0.001) and collagen (p<0.01) induced
platelet responses of secretion were significantly higher
in the patient group. These findings indicate that, plate-
lets may play a role in the pathogenesis of thrombotic
complications in Beta-Thalassemia Major and suggest
that anti-thrombotic therapy may be necessary to pre-
vent cardiovascular and pulmonary complications.

Key Words: Beta-Thalassemia Major, platelet aggre-
gation, platelet secretion, thrombosis

Beta-Thalassemia Majorlu olgularda yapilan aras-
tirmalarin bir kismi invitro trombosit fonksiyonlarinda
azalmaya dikkat cekmekle birlikte (1,2), bu hastalk
grubunda tromboembolik olaylarla sik karsilasiliyor
olmasi ve bu komplikasyonlarin mortaliteyi artirdigi-
nin vurgulanmasi dikkat cekicidir (3,4). Gegici sereb-
ral iskemik ataklar, periferik arteriyel ve venéz trom-
bozisin varhig: disinda, bu olgularda otopsi bulgusu
olarak pulmoner arter trombuslerine ve aterosklerotik
degisikliklere rastlandigi literatiir bilgileri arasinda yer

almaktadir (5). Tromboembolik olaylara artan bu egi-
lim, olgularda hiperkoagiilabilite ve invivo trombosit
aktivasyonuna yol acacak mekanizmalara dikkat ¢ek-
mektedir. invivo trombosit aktivasyonu ile miktarlar
artan ve tromboembolik ve aterosklerotik hastaliklarda
trombositlerin damar duvari ile etkilesiminde ise kari-
san tromboksan A2 ve prostasiklinin baglica Uriner
metabolitleri 2,3-dinor-TxB2, 11-dehydro-TxB2 ve
2,3-dinor-6-keto PGF1a nin Beta-Thalassemia Majorlu
olgularda yiiksek konsantrasyonlarda saptanmasida bu
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diisiinceyi destekler niteliktedir. Eldor ve caligma ark.
(6) b-Thalassemia Major olgularinda tromboksan A2
metabolitleri diizeylerinin saglikli bireylere gore 8-10
kat, prostasiklin metabolitinin 4 kat kadar ytksek ol-
dugunu saptamiglar, bu bulgulari invivo trombosit ak-
tivasyonunun kanitlari olarak yorumlamislardir. Bu
bulgular b-Thalassemia Major olgularinda prostasik-
lin-tromboksan A2 oraninin, tromboksan lehine
onemli derecede yiiksek oldugunu da gostermektedir.
Ancak bugiine dek, trombosit agregasyonu ile ilgili
olarak yapilan invitro aragtirmalarin trombosit fonksi-
yonlarinin azaldigi seklindeki bulgular bu sonuglarla
celismektedir. Trombosit ATP sekresyonu yaniti ile il-
gili olarak ise, herhangi bir yayina rastlanmamustir.

Sunulan calisma, bugtine kadar yayinlanan arastir-
malarin trombositten zengin plazma (PRP) 6rneklerin-
de yapildiklari ve bu yontemin tiim trombosit poptilas-
yonunu incelemek konusundaki yetersizligi goz oni-
ne alinarak, trombosit fonksiyonlarinin incelenmesin-
de en uygun yontem olarak kabul edilen tam kan or-
neklerinde gerceklestirilmistir. Bu amacla trombositle-
rin 3 farkh agoniste verdikleri agregasyon ve sekres-
yon yanitlari saptanmistir.

GEREC VE YONTEM

Arastirmaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Co-
cuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali Pediatrik He-
matoloji Bilim Dalinda izlenen ve Beta-Thalassemia
Major tanisi konmus diizenli desferroksamin tedavisi
kullanmayan, 4-21 yas arasi (ortalama 11.5) 21 olgu
ile ayni yas grubundan 13 saghkli birey katilmstir.

Calismaya alinacak olgularin trombozis anamnezi
vermemelerine, arastirma giiniinden iki ay éncesine
dek kan transfiizyonu yapilmamis ve en az 15 giin sii-
reyle trombosit fonksiyonlarini etkiledigi bilinen her-
hangi bir ila¢ kullanmamis olmalarina 6zen gosteril-
mistir.

Trombosit agregasyonu, "Whole Blood Lumi-Agg-
regometer'' cihazi (Model 560, Chrono-Log Corpora-
tion., Hovertown, PA USA) kullanilarak tam kanda
elektriksel impedans yontemi ile saptanmistir. Cardi-
nal ve Flower tarafindan gelistirilen bu yoéntem, kan
orneklerine daldirilan iki platin elektrod arasindaki
elektriksel rezistans degisiminin 6lcimi esasina da-
yanmaktadir (7). Trombositlerin kollagen, ADP ve
trombine verdikleri yanitlar; maksimum agregasyon
hizi (ohm/dk) ve maksimum agregasyon biiviikligi

(ohm) acisindan degerlendirilmistir. Maksimum agre-
gasyon biiyiikligiint belirlemek igin egrinin base-line
diizeyinden sapma miktari (maksimum impedans arti-
s1) hesaplanmigtir. Maksimum agregasyon hizi ise ag-
regasyon egrisinin egiminin en fazla oldugu boltimiin-
deki egim (egrinin egiminin en fazla oldugu bslimde
egriye cizilen teget ile base-line arasindaki aginin de-
geri) hesaplanmak sureti ile belirlenmistir (8). Agregan
ajan olarak kollagen (Chrono-par: 385) 2mg/ml, ADP
(Chrono-par: 384) 10mM ve trombin (Chrono-par:
386) 1U/ml konsantrasyonlarinda kullaniimistir.
Trombosit ATP sekresyonu (nmol) ise ayni agregan
ajanlarla indiiklenen trombositlerde bioluminesans
teknigi kullanilarak saptanmistir. Bu yontem orneklere
eklenen lusiferin-lusiferazin (Chrono-lume reagent:
395) ATP ile (Chrono-lume ATP standart: 387) reaksi-
yona girerek yaydigi 1sik siddetinin 6lgtilmesi esasina
dayanmaktadir (9). Bireylerin rutin hematolojik para-
metreleri ise standart yontemlerle saptanmustir.

Bulgular student's t testi ile karsilastirlimis ve de-
gerlendirilmistir.

BULGULAR

Arastirmamizdan elde edilen sonuclar, Beta-Tha-
lassemia Majorlu olgularda maksimum agregasyon hi-
z1 (ohm/dk), maksimum agregasyon buytkltugi (ohm)
ve trombosit ATP sekresyonu (nmol) olarak degerlen-
dirilen trombosit fonksiyonlarinin, kontrol grubuna go-
re onemli derecede yiiksek oldugunu gostermektedir.

Kontrol grubunda trombositlerin verdikleri agre-
gasyon yanitlari maksimum agregasyon hizi acisindan
degerlendirildiginde kollajen, ADP ve trombine veri-
len yanitlar (ortalama + SD) sirasiyla 3.55 + 1.7, 2.56
+ 1.6 ve 3.53 = 1.6 ohm/dk olarak saptanmistir. Bu
yanitlar Beta-Thalassemia Majorlu olgularda ise, kol-
lajen icin 14.83 = 7.1 ohm/dk, ADP igin 13.20 + 5.7
ohm/dk ve trombin icin 8.74 + 3.7 ohm/dk olarak kay-
dedilmistir. Her 3 agregan icin de hasta grubu yanitla-
ri kontrol grubuna gore onemli derecede yiiksek bu-
lunmustur (p<0.001), (Sekil 1).

Maksimum agregasyon buyikligt acisindan de-
gerlendirildiginde de, yanitlarin Beta-Thalassemia Ma-
jorlu olgularda belirgin derecede yiiksek oldugu goz-
lenmistir. Kontrol grubunda kollajen ile indiiklenen
trombositlerin verdikleri yanit 8.82 + 4.3 ohm, ADP
ile induklendiklerinde 8.73 % 3.2 ohm ve trombin ile
indiiklendiklerinde ise 11.34 + 4.7 ohm olarak saptan-
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®Kontrol Grubu
D Beta-Thalassemia Major

Trombin

Kollajen ADP

Sekil 1. Beta-Thalassemia Major Olgularinda ve Saglkli Birey-
lerde Trombosit Ortalama Maksimum Agregasyon Hiz-
lari.

mis, Beta-Thalassemia Majorlu olgularda ise yanitlar
kollajen icin 32.19 + 9.5 ohm, ADP icin 31.08 + 10.2
ohm ve trombin icin de 31.26 + 9 ohm olarak kayde-
dilmistir. Bu degerler arasindaki fark da istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.001), (Sekil 2).

Trombositlerin ATP sekresyonu yanitlari da bu iki
grup arasinda belirgin farklilik gostermektedir. Kontrol
grubunda kollajen, ADP ve trombinle indiiklenen
trombositlerin verdikleri yanitlar sirasiyla 0.75 + 0.1,
0.82 £ 0.5 ve 1.50 = 2.1 nmol olarak saptanmistir. Be-
ta-Thalassemia Majorlu olgularda ise bu yanitlar kol-
lajen icin 2.08 + 1.6 nmol (p<0.01), ADP icin 1.85 +
1.3 nmol (p<0.05) ve trombin icin 2.87 + 2.2 nmol
(p<0.05) olarak ve kontrol grubuna gore 6nemli dere-
cede yiiksek bulunmustur (Sekil 3).

Serum ortalama ferritin dizeyleri Beta-Thalasse-
mia Majorlu olgularda 1380.5 £ 376.6 ng/ml, kontrol
grubunda ise 48.8 + 39.4 ng/ml olarak bulunmustur.
Beta-Thalassemia Majorlu olgularda ferritin diizeyleri-
nin kontrol grubuna gore énemli derecede yiiksek ol-
dugu (p<0.001) saptanmistir.

W Kontrol Grubu
@ Beta-Thalassemia Major

<oll:.je4nw ADP " Troml
Sekil 2. Beta-Thalassemia Major Olgularinda ve Saglikli Birey-

lerde Trombosit Ortalama Maksimum Agregasyon Bii-
yuklukleri

= Kontrol Grubu
B Beta-Thalassemia Major

Kollajen ADP

Trombin

Sekil 3. Beta-Thalassemia Major Olgularinda ve Saglikli Birey-
lerde Trombosit Ortalama ATP Sekresyonlari

TARTISMA

Sunulan arastirma, Beta Thalassemia Majorlu olgu-
larda trombositlerin maksimum agregasyon hizi, mak-
simum agregasyon buytkligi ve ATP sekresyonu sek-
linde incelenen fonksiyonlarinda, kontrol grubuna
oranla 6nemli derecelerde artis oldugunu gostermek-
tedir. Bugline dek yapilan az sayida arastirmada ise
bulgularimizla celiskili olarak invitro trombosit agre-
gasyon yanitinin azaldig bildirilmektedir. invitro agre-
gasyon yanitinin azaldigi seklindeki bulgular, Beta-
Thalassemia Majorlu olgularda tromboembolik olay-
lara egilimin arttigi seklindeki klinik gozlemler (10) ve
otopsi bulgulari ile de bagdasmamaktadir (5).

Beta-Thalassemia Majorda trombosit agregasyon
yanitinda azalma bildiren arastirmalar, trombosittten
zengin plazmada yapilmistir. Bildirilen sonuclar kendi
iclerinde de belirgin farklihklar gostermektedir. Bazi
olgularda yalnizca bir agregana (ADP), bazilarinda ise
uygulanan tiim agreganlara (kollajen, ADP, trombin,
ristosetin, epinefrin) birden duyarsizlik saptanmis, an-
cak bu duruma bir agiklama getirilememistir (1,11).

Beta-Thalassemia Majorlu olgularda eritrositlerde-
ki belirgin mikrositoz (12), trombositten zengin plaz-
ma hazirlanmasini giiclestirmektedir. Mikrositer erit-
rositleri ortamdan uzaklastirabilmek icin, her zaman-
kinden daha uzun siireli bir santrifiij islemine gereksi-
nim vardir ve bu durum zaten yiiksek ferritin ve serum
demir diizeyi ile membran frajiliteleri ok artmis trom-
bositlerin yikimina yol acabilir (13). Ayrica geng ve
metabolik aktiviteleri yiiksek olan trombositler daha
yogun hiticreler olduklari icin, uzun streli santriftijle-
me esnasinda haraplanabilmekte (14) ve dolayisi ile
tiim trombosit kitlesinin incelenmesini olanaksiz hale
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getirmektedir. Ayrica Beta-Thalassemia Majorda oksi-
datif stresin arttigi (14) ve intraselliiler antioksidan sa-
vunmanin belirgin oranda azaldigi (15) dikkate alindi-
ginda, serbest radikallere en duyarli hiicrelerden biri
olan trombositlerin haraplanma strecinin kolaylasa-
cagl akla gelmektedir. Bu nedenle plazma ornekleri
kullanilarak elde edilen sonuglarin, invitro manipulas-
yonlara bagh artefaktlar tagimasi olasihgi oldukca yiik-
sek gortinmektedir.

Trombositlerin tam kanda incelenmeleri ise, tim
trombosit poptilasyonunun, kanin diger hticre ve ele-
manlari ile etkilesimlerini de ele alabilecek sekilde
gerceklestirilmekte ve fizyolojik kosullara en yakin
yontem olarak kabul edilmektedir (8). Ayrica son yil-
larda yayinlanan gesitli arastirma bulgulari da elde et-
tigimiz sonuclar kuvvetle destekler niteliktedir. Orne-
gin glinimiizde, demirin katalizledigi reaksiyonlar so-
nucu olusan serbest radikallerin de trombosit aktivas-
yonunda énemli rol oynadiklari ve bu yolla pek cok
hastalik patogenezinden sorumlu olduklari gorist ka-
bul edilmektedir (16). Bu olgularda da asiri derecede
artmis ferritin, endojen ya da ekzojen rediiktanlar ara-
cihgr ile demiri serbestlestirerek trombosit aktivasyo-
nuna aracilik edebilir (17). Yine eritrosit disina ¢ikmis
hemoglobinin de, serbest demir gibi davranarak hid-
rojen peroksit olusumuna yol acabildigi ve bu yolla
trombosit agregasyonunu indiikleyebildigi gosterilmis-
tir (18). Ayrica cesitli patolojik kosullarda aktive ol-
mus trombositlerin, eritrositlerde hemoliz ve fragman-
tasyona yol acabildikleri de bilinmektedir. Boylece
agiga c¢ikan hemoglobin, yeni trombositleri aktive
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