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TROMBOSIT AKTIiVASYONU
Giilriz Ersoz*
OZET SUMMARY

Trombositlerin baslica islevi hemostazisin
saglanmasidir. Damar duvarin zedelenmesini takip
eden milisaniyeler iginde trombositler, agiga ¢ikan
subendotenyal kollajene adhere olurlar. Adezyon ve
bircok fizyolojik agonist hiicreyi aktive ederek bir
seri reaksiyonu tetikler.

Trombosit agonistleri, membran (izerinde spe-
sifik  reseptorlerine  baglanarak  trombositleri
uyarirlar. Agonist-reseptér kompleksinin aktive ettigi
G proteinler ile sinyal membran boyunca iletilir.
Fosfoditil inositlerin (IP) fosfolipaz C (PLC) enzimi ile
hidrolize ve fosfolipaz A»(PLA ) ile aragidonik asit
serbestlesmesi, trombositlerin aktivasyonunda rol
oynayan onemli hicre i¢i yollardir. Ayrica, son
yillarda cesitli agonistlerin trombositlerde protein
tirozin kinaz aktivitesini artirdigini gosterilmistir.
Siklik adenozin monofosfat (c-AMP) ve siklik guani-
din monofosfat (c-GMP) trombosit fonksiyonlarini
baskilamaktir.

ADP, trombin, kollajen, epinefrin, trombosit
aktive edici faktor (PAF) gibi 6nemli fizyolojik ago-
nistler kismen farkli yolaklari kullanarak trombosit-
leri aktivite etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Trombosit, Trombosit
Aktivasyonu, Trombosit Agonistleri

Platelet Activation

The essential function of the platelets is the
maintenance of haemostatis. They form a plug in
miliseconds following the vascular injury. Adhesion
and several physiologic agonists activate and trigger
series of reactions.

Platelet agonists bind to their special receptors
on the membrane and induce the cell. Signal con-
ducts through the membrane by G proteins, activat-
ed by agonist-receptor complex. Hydrolyses of
phosphotidilinositids (IP) by phospholipase C (PLC)
and release of arachidonic acide by phospholipase
Ap (PLA ) are the main activation intracellular path-
ways of the platelets. Recently it is found that sever-
al agonists increase thyrosine kinase activation in
platelets. Cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
and cyclic guanidine monophosphate inhibit
platelet function.

Several Physiological agonits, adenosine
diphosphate (ADP), thrombine, collagen, epineph-
rine, platelet activating factor (PAF) activate platelets
by using partially different pathways.

Key Words: Platelet, Platelet activation, Platelet
agonists

Trombositlerin baslica islevi hemostazisin saglan-
masidir. Damar duvarinin zedelenmesi ile hasar bol-
gesinde tikag olustururlar. Hasari takip eden milisani-
yeler icinde trombositler, damar biitiinltigiiniin bozul-
masi ve endotel tabakasinin zedelenmesi ile aciga ¢i-
kan subendotelyal kollajene adhere olurlar. Hiicrenin
kollajene adezyonu von Willebrand faktor (VWF) ara-
cthgr ile gerceklesir. VWF, kollajen ve trombosit
membraninda bulunan spesifik reseptorlerine baglana-
rak ikisi arasinda kopri olusturur. Adezyon hiicreyi
aktive ederek bir seri reaksiyonu tetikler. Bir ¢ok fizyo-
lojik agonist ; kollajen, laminin, fibronektin gibi mat-
riks komponentleri, epinefrin, vazopressin gibi hor-
monlar, trombin gibi hasar sirasinda olusan maddeler,

aktif trombositlerden salinan tromboksan Ay (TxAj),
adenozin difosfat (ADP) bu reaksiyonlari baglatir. Aktif
trombositler diskoid formdan sferik forma dontstrler
ve hiicre yiizeyinde filopotlar olusur. Membran yiize-
yindeki fibrinojen reseptorti fibrinojenin baglanmasina
uygun hale gelir. Trombositler birbirlerine fibrinojen
kopriileri ile baglanarak agrege olurlar. Bu asamada
trombosit agregasyonu reversibldir ve primer agregas-
yon adini alir. Trombositlerde grantil sekresyonu ve
membranda serbestlesen arasidonik asitten TxA» olus-
mas! ile trombosit agregasyonu irreversibl hale gelir.
Trombositlerin icerdigi ti¢ farkli tip grandl icerigi uya-
ran siddetine bagli olarak salinirlar (a grantller, yogun
cisimcikler < lizozomlar). Sekresyon, kontraktil cle-
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manlarin grantlleri hiicrenin santraline itmeleri ile
baslar. Santralde toplanan graniillerin membran bag-
lantili kanal sistemine veya dogrudan membrana fiiz-
yonu ile granil igerikleri hiicre digina birakihr
(1,2,3,4,5,6).

Trombosit agonistleri, trombosit membranindan
penetre olamaz. Membran ytizeyinde uygun bélgelere
baglanarak trombositleri uyarirlar. Agonist-reseptor
kompleksinin aktive ettigi guanidintrifosfat (GTP) ba-
gimh regilatuar proteinler (G proteinler) ile sinyal
membran boyunca iletilir. G proteinler, hiicre ici ikin-
cil habercilerin olusumunda rol oynayan bazi enzim-
lerin aktivasyonuna yol acar. Trombositlerin aktivas-
yonunda iki hiicre igi yol 6nemli rol oynar:

1-Fosfotidil inositlerin (IP) fosfolipaz C (PLC) enzi-
mi ile inositol trifosfat (IP3) ve diacilgliserole (DAG)
hidrolizi. IP3 sitozolik Ca2+ diizeyini artirirken, DAG,
protein kinaz C'i (PKC) aktive ederek bazi spesifik pro-
teinlerin fosforilasyonuna yol acar.

2- Membran fosfolipitlerinden fosfolipaz A,
(PLA) ile arasidonik asit serbestlesmesi ve TxA, olu-
sumu. TxA» trombosit membrani tizerindeki resepto-
riine baglanarak trombosit aktivasyonuna ‘yol acar
(4,5,6,7,8,9).

Hucrede yer alan diger ikincil haberciler siklik
adenozin monofosfat (c-AMP) ve siklik guanidin mo-
nofosfat (c-GMP), trombosit fonksiyonlarini baskilarlar
(6,10,11).

G PROTEINLER

G proteinler, hiicrede reseptor ile ikinci haberci-
lerin olusumuna yol agan enzim arasinda etkilesimi
saglar. Bu proteinler tarafindan regiile edilen enzimler
arasinda PLC, PLA,, adenil siklaz, c-GMP fosfodieste-
raz sayilabilir. Ayrica Na, K, Ca iyon kanallarinin akti-
viteleri de G proteinler tarafindan diizenlenebilmekte-
dir (12,13,14).

G proteinler heterotrimerik, guanin nikleotid
baglayan proteinlerdir. Ga, GR ve Gg alt tinitelerine
sahiptirler. Ga alt tnitesi guanin nukleotid baglayan
kisimdir ve reseptor ile effektor (enzim) arasindaki
baglantiy1 saglar. Onbesten fazla farkh Ga tanimlan-
mis ve Gsa, Gia, Gta, Gza seklinde siniflandirilmustir.
her grupta iki veya daha fazla varyant vardir. G ve Gg
sikica baglanarak hidrofobik bir dimer olustururular.
GRg kompleksinin Ga’nin membrana tutunmasini sag-
ladigi ve fonksiyonunu diizenledigi, PLA2'yi direkt
olarak uyardigi, Ca iyonunun kalmoduline (CaM) bag-
lanmasinda rol oynadigi 6ne strtlmektedir. GR’nin
¢, .Gg'nin dort bilinen varyanti vardir (12,14,15).

Reseptor aktive olunca, Ga tizerindeki guani-
din difosfat (GDP), GTP ile yer degistirir. Ga GRg
kompleksinden ayrilir. GTP tastyan serbest Ga effektor

enzimi aktive eder. GTP intrensek GTPaz aktivitesi ile
GDP’ye yikihr. GDP tagtyan Ga, GRg kompleksi ile
birlesir (9,14). '

iki bakteriyel toksin G proteinlerinin fonksiyonla-
rini etkiler. Kolera toksini Gsa tzerindeki arjininin
ADP ribozilasyonuna yol agarak GTP hidrolizini inhi-
be eder ve a alt tnitesi aktif durumda stabilize eder
(12,16). Pertusis toksini Gia ailesini de i¢ine alan bir
grup a alt tnitesinin sinyal iletimini bloke eder (12,17).

Son yillarda gergeklestirilen calismalar, trombo-
sitlerde sinyal iletiminin erken evrelerinde yer alan G
proteinlere iligkin ayrintih bilgi saglamistir. Bugtine ka-
dar trombositlerde dokuz ayri G protein tanimlanmis-
tir (13). Trombositlerde G proteinlerin hedefleri adenil
siklaz, PLAy, PLC enzimleridir. Gs ve Gi aileleri ade-
nil siklaz yolu ile c-:AMP olusumunu duzenlerler. Bazi
arastiricilar PLC aktivasyonunda rol oynayan Gp alt
grubu tanimlamaktadir. Trombositlerin pertusis toksi-
nine duyarli Gp formu tagidigi 6ne sirtilmektedir. Ay-
rica trombositlerde PLC aktivasyonunda rol oynayan,
pertusis toksinine duyarli olmayan bir bagka G prote-
ini tanimlanmaktadir. Son aragtirmalar birbirleri ile ya-
kin bagintili oldugu gosterilen Gq ve G11q olarak ta-
nimlanan proteinlerin varligini géstermistir. Bunlarin
aktivasyonunda PI hidrolizinin hizlandigi saptanmistir.
Trombositlerde Gq'nun varligi gosterilmis ve TxA'nin
uyardigi PLC aktivasyonundan sorumlu oldugu éne
strtlmusttr. Trombositlerde Gz'nin rolii ise aydinlati-
lamamustir. Trombositler, fosfotidil inositol 3,5 di fos-
fat (PIP7) hidrolizi ile PKC'i aktive eden trombin ve
TxAj analoglari ya da PKC'i direkt aktive eden forbol
esterleri ile uyarildiginda Gz fosforile olur (12,14).
PLA; aktivasyonunda trombositlerde iki farkli meka-
nizmanin varhg gosterilmistir: 1-Gp veya Gqg bagimli
Pl hidrolizi sonucu hiicre ici Ca diizeyinin artigi ile in-
direkt aktivasyon, 2- G proteinleri ile direkt aktivasyon
(12).

Trombositler ayrica klasik G proteinlerinin a alt
tinitesinden kiiciik GTP baglayan bir protein tagirlar.
Fonksiyonu konusunda fazla bilgi olmamakla birlikte
cesitli onkojenler ile homolog oldugu gosterilmistir
(9,10,13).

PLC VE IP HIDROLIZI

Bir ¢ok hticrede oldugu gibi trombositlerde de
uyari, inositol fosfolipitlerin hidrolizine yol acar. inosi-
tol fosfolipitler, 1-steroil 2-arasidonil-gliserol temel ya-
pisinda bilesiklerdir. Uc anyonik fosfolipit bas kisimla-
rinda miyo-inositol icerirler. En yaygin formu fosfotidil
inositoldar (PI) (18,19,20).

insan trombositi 17-20nmol/109 hiicre Pl ve
3nmol fosfotidilinositol difosfat (PIP;) igerir. Bu mik-
tarlar total trombosit fosfolipidinin %5-7'sini olusturur
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(9). Hiicre zari, 4. ve 5. pozisyondaki hidroksilin fos-
forilasyonunu saglayan PI-4P ve PI-5P kinaz tagsir. Fos-
fomono esterazlar ise 4 ve 5. pozisyondaki fosfatlari
uzaklastirir (18,19).

Agonistin reseptoriine baglanmasi PIPy'nin iki

hiicre i¢i haberciye; IP3 ve DAG’ hidrolizini indikler.
PIPy’nin  hidrolizi PLC tarafindan katalizlenir
(1,9,18,21). PLC aktivitesi G proteinler tarafindan re-
gule edilir (10,21).

Trombositlerde PLC membranda ve sitozolde bu-
lunur (1,9,18). Ug farkh sitozolik PLC formu oldugu
saptanmistir. Bu formlar arasinda aktiviteleri bakimin-
dan fark bulunamamustir (9). PLC'nin PIP; ‘ye affini-
tesi, dinlenim durumundaki hiicre ici CaZ+ diizeyle-
rinde daha yuksektir (9).

PIP>"in hidrolizi agiga ¢ikan DAG'in fosfotidik
asite (PA) fosforilasyonunu PI sentezi izler. PI'in fosfo-
rilasyonu ile PIP ve PIP) yeniden sentezlenir (1,22).

IP

ins33n trombositlerinde IP3 olusumu ¢ok hizhdir.
IP3 olusumu G protein bagimli reseptorler ve tirozin
kinaza direkt veya indirekt bagimli reseptorler ile te-
tiklenen iki yolla gergeklesir. Olusan IP3 hizla meta-
bolitlerine yikihr (9,21).

IP3, trombositlerde dens tubuler sistemden (DTS)

Ca2t mobilizasyonunu saglar. DTS, tzerinde IP3 bag-
lanma balgeleri igerir. IP3'in DTS’e baglanmasi ile re-
septorle yakin baglantisi olan Ca2+ kanallar acilir
(20,23,24,25). Kanalin agilmasi icin en az ti¢c molekiil
IP3 baglanmasi gerektigi ileri stirtilmektedir (20). Me-
yer ve calisma arkadaglari (21) tarafindan, kanalin
agilmasinin tetramerik yapidaki reseptériin dort olasi
baglanma bolgesine baglanan IP3 sayisina bagl oldu-
gunu, her baglanmanin kanalda kismi acilmaya yol
actigini bildirilmektedir.

Ca2*'un, DTS boyunca siirekli dondiigd, 1P3'in
Ca2*'un ER’dan pasif ctkisini uyarirken ATP bagimh
girisi etkilemedigi gosterilmistir. Ayrica IP3 bagimli
Ca#* saliniminda K+ varhiginin da gerekli oldugu sap-
tanmugtir. [P3"in hiicre digindan Ca?+ girisinde de po-
tansiyel rolt oldugu da vurgulanmaktadir (20).

Ca2+

Trombositler Ca2* ile regiile edilen uyarlabilir
hiicreler olarak tanimlanirlar. Hiicre ici ve dist Ca2t
konsantrasyonu trombosit aktivasyonu bakimindan
onem tasir.

Dinlenim durumunda ve aktif trombositlerden
serbest ve depo Ca diizeyleri ve Ca akimlar cesitli
yontemler ile olgulebilir. Klortetrasiklin, biyolojik
membranlari gecerek divalan katyonlarla flouresan
kompleks olusturur. Kompleks membrana yakin bol-

gelerde yiiksek flouresan verirken membrandan ayril-
diginda flouresan azalir. Bu madde, membrana bagh
Ca’un degerlendirilmesi amaci ile kullanilir. Sitozolik
Ca diizeylerinin olgtimiinde sikhkla, Quin-2, Fura-2,
indo-1 gibi flouresan indikatorler kullanilir. Ayrica Ae-
quarin gibi Ca2+'a duyarli fotoproteinlerin luminesan-
si Olculerek de sitozolik Ca olctlebilir (26).

Trombositlerde bazal sitozolik Ca2* diizeyi orta-
lama 100 nmol’dir. Dinlenim durumunda hicre ici
Ca2* dengesi, hiicre disindan Ca2*girisinin sinirlan-
dinllmasi, hiicre disina aktif olarak pompalanmasi ve
Ca2*'un baglica DTS'de olmak iizere dens graniiller,
mitokondride depolanmasi ile korunur. Hiicre memb-
ranin i¢ yiizeyinde de Ca2* baglanma bolgeleri yer
almaktadir (27,28,29). Hiicre disina aktif Cal+ cikist
Ca2* ATPaz aktivitesi ile saglanir. Hiicre ici memb-
ranlarda ise Ca2*Mg2tATPaz aktivitesi ile taginir
(9,26). Yogun graniillerde yer alan Ca2+ egzositoz ile
hiicrelerarasi siviya salinir. DTS ve hiicre membranin-
dan trombosit aktivasyonu sirasinda  sitoplazmaya
Ca2* salinir. Bu siirecte mitokondrinin yer almadig
vurgulanmaktadir (9,21,28).

Hicre ici Ca?t'un en onemli regllatorii c-
AMP'dir. c-AMP, Ca2* -Mg2+ ATPaz ile sitozolik Ca
iyonunu DTS'e tasir. Ayrica PIP; hidrolizini de inhibe
ettigi bilinmektedir. c-GMP artisi da PIP hidrolizini
inhibe ederek Ca2+ artisini baskilar (11,28,29).

Ca2*, trombosit fonksiyonlarinin gerceklesme-
sinde temel rol oynar. Trombositlerde, sekil degisikli-
gi, agregasyon, granul igeriklerinin salimimi gibi gesit-
li fonksiyonlar icin minimum Ca esigi oldugu gosteril-
mistir (30-33). Trombositler agonistler tarafindan uya-
rildiginda, hticre igi depolardan salinan ve hucre di-
sindan htcre igine alinan kalsiyum ile sitozolik kalsi-
yum konsantrasyonu artar (26,27).

PIPy'in %10’unun PLC ile hidrolizi sitozolik
Ca2* diizeyinde artisa yol acar (9). Yukarida belirtil-
digi gibi, IP3, DTS lzerinde reseptoriine baglanarak
Ca2* salimmini tetikler.

Hicre igine kalsiyum girisinde rol oynayan me-
kanizmalar halen arastirllmaktadir. Trombositlerde re-
septor kapil kalsiyum kanallarinin gesitli tipleri goste-
rilmistir (27). Hicre igine kalsiyum iyonu girisinde
hticre ici depolar tarafindan yonlendirilen “kapasitan”
Ca2+ girisi modeli 6ne siiriilmektedir. Bu modelde
hucre i¢i depolarda kalsiyum iyon konsantrasyonunun
azalmasi hiicre membraninda yer alan Ca2* kanalla-
rini agmaktadir (34). Hiicre ici depolarin yiizeyinde
bulunan IP3 reseptoriiniin, plazma membraninda bu-
lunan bir baska protein ile temasta oldugu ve bu pro-
teinin inositol 1,3,4,5 tetrafosfat (IP4)icin reseptor ola-
rak fonksiyonu gordiigu one striilmustiir. Bu iki resep-
tor proteini disossiye oldugunda kalsiyum girisi basla-
maktadir. iki proteinin disossiyasyonu IP3 veya IP4
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reseptorlerine baglandiklarinda ve hiicre i¢i depolarda
Ca2* azaldiginda gergeklesir (28,35).

Trombin ile indiiklenen sitozolik Ca2* artiginin
protein fosfataz1 ve 2A inhibitorleri tarafindan baski-
landigi gosterilmistir. Protein fosfataz1’in reseptor ka-
pili Ca2+ kanallarinin regiilasyonunda rol oynadig
dustntlmektedir (36).

Hiicre icinde bir cok proteinin fonksiyonu, direkt
Ca2t veya Ca/CaM kompleksi tarafindan diizenlen-
mektedir. Kalsiyum iyonoforlar membrandan gecerek
dogrudan hiicre ici depolardan Ca2*'u mobilize eder.
Kalsiyum iyonoforlarin kullanilmasi ile PLAy aktive
olur, PLC’nin aktivitesi artar (26,29).

Trombosit aktivasyonuna hiicre iskeleti organi-
zasyonunda degisiklikler eslik eder. Trombosit iskele-
tinin aktin filamentlerinin olusturdugu iki komponenti
bulunur. Bunlardan biri sitoplazmayr dolduran ve
kontraktiliteden sorumlu sitoplazmik aktin filamentle-
ri, digeri ise membranin i¢ ytiztint kaplayan ve memb-
ran stabilitesini regiile eden membran iskeletidir.
Trombositler aktive olduklarinda hticre iskeletinde
onemli degisiklikler meydana gelir. Aktin polimerizas-
yonu hizlanir, olusan yeni filamentler filopotlarin igini
doldurur. Gévdede bulunan filamentler ise miyozine
baglanir. Bu baglanma sekretuvar graniillerin santrali-
zasyonu ve pihti retraksiyonu icin gerekli gerimi sag-
lar. Bu organizasyon, aktin baglayan protein, a aktinin,
gelsolin, p235 gibi bir ¢cok aksesuar proteinin Ca2t
bagimli etkilesimleri ile gerceklesir. Yeni filamentlerin
%70-80'i Ca2* bagimli mekanizmalar ile olusur. Ak-
tomiyozinin kontraktil aktivitesi Ca/CaM bagimli mi-
yozin hafif zincir kinazin (MLCK) miyozini fosforilas-
yonu ile regiile edilir (37-39).

Trombosit agregasyonu ekstraseliiler divalan
katyonlara bagimlidir. Fibrinojenin reseptoriine bag-
lanmasi icin Ca2* veya Mg2+ gerekmektedir. Hiicre
disi Ca2*, yiizeye bagli Ca* ile denge icindedir.
Hiicre zarinda bulunan glikoprotein Ilb/llla kompleksi
(GPIIb/Illa) tizerinde Ca* icin yiiksek affiniteli bag-
lanma bolgelerine baglanan Ca2*, fibrinojenin bu gli-
koproteine baglanmasi icin uygun ortam olusturur. Si-
tozolik Ca2*'un fibrinojenin baglanmasindaki rolii
actk degildir (40,41).

DAG

PIP,) hidrolizi ile agiga ¢tkan diger ikincil haber-
ci DAG'dur. Trombin ile uyanlan trombositlerde DAG
diizeyinin hizla yiikseldigi ve 20s icinde pik olustura-
rak hizla azaldigi bildirilmistir (19). Ancak DAG’iin
trombin ile uyarilan trombositlerde bifazik artis goster-
digi sonucuna ulasan arastirma sonuclart da vardir.
DAG artisinda ilk fazin hizl ve gegici oldugu, IP3 olu-
sumu ile paralellik gosterdigi, ikinci ve kalici fazin ise

IP3 olusumundan bagimsiz oldugu gosterilmistir (41).
Werner ve arkadaslari(42) ise trombin ve kollajen ile
uyarilan trombositlerde gecikmis ve kalict DAG biriki-
mi oldugunu ileri stirmislerdir. Trombin ile gegici er-
ken bir yiikselme oldugu, daha geg evrede yogun bir
DAG birikimi oldugunu gostermislerdir. ilk faz sekon-
der agregasyonun olusmasi icin yetersiz kalmaktadir.
ikinci faz graniil sekresyonu ve sekonder agregasyon
ile baglantihdir. Kollajen ile ilk fazin olusmadigi sap-
tanmugtir.

Ayni grup gerceklestirdikleri bir dizi ¢alismanin
ve diger arastiricilarin galismalarinin sonuclarini bir-
lestirerek trombositler icin bir aktivasyon modeli 6ne
stirmuslerdir:

Agonistin baglanmasi trombositlerde PLC'yi akti-
ve eder. PLC, PIPy"1 IP3 ve DAG'e hidrolize eder. IP3,
hiicre ici kaynaklardan sitoplazmaya hizli bir Ca2+ sa-
linimina yol acar. Hicre igi Ca?t diizeyinde artis
Ca/CaM bagimh kinazlarin aktivasyonu (6rn. MLCK)
ile trombositlerde sekil degisikligine yol agar. PLC ak-
tivasyonu ile olusan DAG baslangicta grantl sekresyo-
nu ve sekonder agregasyonun indiiklenmesi igin yeter-
li degildir. PLA9/arasidonik asit yolunun (G proteini

veya artmis Ca2t yolu ile) aktivasyonu ile TxA olu-
sur. TxA,, reseptoriine baglanarak PLC'yi aktive eder.

Bu fazda daha fazla artis gosteren DAG, PKC'yi uyarir.
PKC’'nin bazi spesifik proteinleri fosforile etmesi ile ak-
tivasyon tamamlanir ve sekresyon ile sekonder agre-
gasyon gerceklesir (43).

PKC

DAG, bazi spesifik proteinlerin fosforilasyonunu
katalizleyen PKC'i aktive eder. PKC, gesitli dokularda
yaygin olarak bulunan bir enzimdir. Trombositlerde ve
beyin hiicrelerinde yiiksek aktiviteye sahiptir. Trombo-
sitlerde inaktif solubl formda bulunur. Aktivasyonu
icin Ca2+'a gereksinim vardir. DAG, enzimin Ca2%'a
affinitesini artirarak, Ca2+ konsantrasyonunda artis ol-
madan enzimin aktivasyonunu saglar. DAG yoklugun-
da, 100 kat yiiksek Ca2* konsantrasyonu gerekmekte-
dir. Distik konsantrasyonda Ca2* iceren ortamlarda
enzimin aktivasyonu igin fosfotidil serin gereklidir. Ak-
tif PKC; fosfolipit, Ca2+, DAG ve enzimden olusan
dortlii bir kompleks olarak kabul edilmektedir. Diger
fosfolipitlerin de (fosfotidil etanolamin, fosfotidil kolin,
sfingomiyelin gibi) PKC aktivasyonunda pozitif ya da
negatif yonde etkilerinin oldugu gosterilmistir (18,20).

Aktif PKC bazi spesifik proteinlerin fosforilasyonu
ile cesitli fizyolojik siireclerde rol oynar Cesitli doku-
larda gerceklestirilen calismalar 18 endojen protein
veya enzim ile 8 reseptoriin PKC substrati oldugunu
gostermistir. Trombositlerde 40kDa, 47kDa ve 20kDa
proteinlerin PKC i¢in spesifik substratlar oldugu goste-
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rilmistir (9,20). Majerus ve calisma arkadaslari (44)
40kDa proteinin IP3 monoesteraz olabilecegini belirt-
mistir. Bu proteinin PKC tarafindan fosforilasyonu 1P
diizeyinin diizenlenmesi bakimindan onem tasimak-
tadir. 20kDa proteinin MLCK oldugu kabul edilmekte-
dir (18).

PKC aktivasyonu hticrede fizyolojik yanitlari bag-
latmak i¢in gerekli ancak yeterli degildir. PKC aktivas-
yonu ve Ca2+ mobilizasyonunun selektif ve birbirin-
den bagimsiz olarak uyarilabildigi gosterilmistir. Hiic-
re zarindan gecebilen DAG ortama kondugunda PKC
aktive olurken, A23187 gibi Ca iyonoforlar ile hiicre
ici Ca2* diizeyi artar. Ancak Ca iyonoforlarin DAG
yanitt artirdigr gosterilmistir. Arastirma sonuglari PKC
yolunun bagimsiz ancak hiticre ici Ca2t diizeyi artigi
ile sinerjistik oldugunu gostermektedir (19,24,45).

Ca2* mobilizasyonu sonrasi Ca2+'un uzaklasti-
rilmasinda PKC'nin rolii oldugu éne siiriilmektedir.
Ca2* ATPaz PKC icin olasi bir substrattr (24).

PLA,

PLA,, fosfolipitlerden arasidonik asit saliniminda
rol oynayan membran bagimli bir enzimdir (46).
PLA,'nin Ca2+’a affinitesinin PLC’den daha az oldu-
gu saptanmustir. PLA> nin fosfolipitler tizerine etkisi,
ancak sitozolik Ca2* diizeyi artigi ile baslar (20).
Trombositlerde arasidonik asit saliniminda G protein-
lerin rolt oldugu, GTP ve GTPgS'nin arasidonik asit
salinimina yol agtigi gosterilmistir (17,20).

PLA'nin 6zellikle trombositlerin epinefrin ile ak-
tivasyonunda onemli roli oldugu bilinmektedir
(12,17). PLA» uygulamasinin, trombosit a adrenerjik
reseptorlerinde epinefrin etkisi icin spesifik desensiti-
zasyon ile sonuglandigi gosterilmistir (47).

PLA, IP turnover’t sirasinda PA’den arasidonik
asit salmimini katalizler. Ayrica, PLA'nin fosfotidil
kolin ve fosfotidil etanolaminden arasidonik asit sali-
nimina aracilik ettigi de gosterilmistir (20,46). DAG li-
pazin da, PIPy hidrolizi sirasinda agiga ¢ikan DAG’
den aragidonik asit serbestlesmesine yol actigi, trom-
bin ile uyarilan trombositlerde DAG'tin major arasido-
nik asit kaynagi oldugu one siirtilmektedir (20,48).

TIROZIN FOSFORILASYONU

Son yillarda gergeklestirilen calismalar trombin,
trombosit aktive edici faktor (PAF), kollajen, vazopres-
sinin, trombositlerde, protein tirozin kinaz aktivitesini
artirdigini gostermistir (49-51). Proteinlerde, tirozin re-
zidilerinin fosforilasyonun hiicre biiyiimesinde rol
oynadigi, bir cok biiyiime faktériiniin tirozin spesifik
kinazlar oldugu bilinmektedir (52,53). Trombositlerde
p60, pp60 basta olmak tizere yiiksek tirozin kinaz ak-
tivitesi saptanmustir. Bu kinazlar ile 60kDa, 122kDa,

95-97kDa proteinlerin fosforilasyonu gosterilmistir
(50,51,54,55).

Trombosit fonksiyonlart ve aktivasyonunda tiro-
zin kinazlarin rolt arastirllmaktadir. IP dongtisti, agre-
gasyon ve sekresyon fonksiyonlari ile baglantili oldu-
gu belirlenmistir. Erbstatin gibi tirozin kinaz inhibitor-
lerinin trombin ile indiiklenen agregasyon ve sekres-
yonu inhibe ettigi gosterilmistir (51,56,57). Ancak
trombositler ytiksek doz trombin ile uyarildiklarinda
inhibisyon olmadigi (49) ve graniil sekresyonunun ti-
rozin fosforilasyonundan bagimsiz olduguna dair bul-
gular da vardir (51).

insan ve tavsan trombositlerinde, tirozin fosfori-
lasyonunun, PLC'i G proteinlerden bagimsiz olarak
aktive ettigi gosterilmistir (51). Bazi spesifik proteinle-
rin tirozin rezidulerinin fosforilasyonu, sitozolik ve de-
po Ca diizeylerini degistirmektedir. Hiicre ici Ca2t
diizeyi artinca ,130 kDa proteinin tirozin rezidust
(PIP5 hidrolizi ve arasidonik asit metabolik triinlerin-

den bagimsiz olarak) fosforile olmaktadir. 130kDa
proteinin fosforilasyonu, plazma membraninda Ca2+
kanallarinin acilmasini ve Ca2* girisini indiikler. Ca
depolarinin Ca2+ ATPaz aracihigi ile dolmasi 130kDa
proteini defosforile eder ve plazma membraninda
Ca2* kanali inaktive olur (55).

Bazi proteinlerin tirozin fosforilasyonunun c-
AMP’nin trombositler tzerindeki inhibitor etkisinde
rol oynadig gosterilmistir (9,58).

GPlIb-Illa kompleksinin aktivasyonu ve ekspires-
yonunda da bazi spesifik proteinlerin tirozin fosfori-
lasyonunun rol oynadigi distintilmektedir. Fibrinoje-
nin GPllb-llla’ya baglanmasini inhibe eden peptitler
tirozin fosforilasyonunu da inhibe etmektedir (50,51,
54,56).

Tirozin fosforilazlarin da trombosit aktivasyonu
ve fonksiyonlarinda rol oynadigi dustintilmektedir.
Protein fosfataz inhibitorleri ile gergeklestirilen calis-
malar, bu fosfatazlarin trombin ve kollajen tarafindan
reseptor bagimli mekanizmalar ile inhibe edildiklerini
gostermistir (50,52).

ADENILAT SIKLAZ VE c-AMP

Bir cok hiicrede, uyarici ikincil haberci olarak
fonksiyon goren c-AMP  trombositlerde inhibitor etki-
ye sahiptir. c-:AMP, adenilat siklaz enziminin aktivite-
si ile olusur. Adenilat siklaz aktivitesi G proteinler ta-
rafindan regtile edilir. PGl, gibi ajanlar Gs aracihg ile

adenilat siklazi aktivite ederek c-AMP konsantrasyo-
nunu artirirlar. Trombin, epinefrin gibi ajanlar ise Gi
araciligi ile adenilat siklazi inhibe ederler (5, 10, 14,
26, 60).

c-AMP dinlenim durumundaki ve aktif trombosit-
lerde sitozolik Ca2* diizeyini disiiriir. Ca2+-Mg2+
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ATPaz aktivitesini artirarak basta DTS olmak izere de-
po organellere Ca2* girisini artirdigi bilinmektedir
(11, 60) . Ayrica trombosit membraninda c-AMP ba-
gimh protein kinaz varligi gosterilmistir. Bu enzimin
ile 22kDa proteinin fosforilasyonu trombosit membra-
nina Ca2* baglanmasini artirmaktadir (11, 60). c-
AMP’nin trombin ile uyarilsan trombositlerde PLC ak-
tivitesini baskilayarak DAG olusumunu azalttigi goste-
rilmistir. c-AMP diizeyinin artmasi ile PKC aktivitesi-
nin de inhibe oldugu bildirilmektedir (9, 26). Kollajen
ile uyarilan trombositlerde ise cAMP'nin DAG olusu-
munu etkilemedigi gosterilmis ve bu agonistin sitozo-
lik Ca2+ diizeyini farkli yollardan artirdigi sonucuna
varilmgtir (29).

c-GMP

Hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde po-
tent bir ikincil haberci olarak bilinen c-GMP trombo-
sitlerde IP hidrolizini ve sitozolik Ca2* artisini baski-
lar (61,62). GMP’nin membrandan hiicre icine Ca2+
aliminin inhibe ettigi, DTS’de Ca depolanmasini de-
gistirmedigi gosterilmistir (29, 63, 64) ¢ GMP'nin, IP3
olusumunu ise, G protein bagimli bir mekanizma ile
inhibe ettigi dustintilmektedir. Ayrica c-GMP fosfodi-
esterazi inhibe ederek c-AMP diizeyini artirir (29, 64,
65). c-GMP sentezi guanilat siklaz tarafindan kataliz-
lenmektedir. Nitrovazodilatérlerin radikal NO grubu
ile trombositlerde guanilat siklaz aktivitesini artirdigi
gosterilmistir (62). Endojen NO’nun da c-GMP igin re-
gllatuvar bir faktor oldugu 6ne striilmektedir (63, 64,
65, 66 ). 12-hidroksieikosatetraenoik asidin (12-HETE)
guanilat siklaz aktivitesini artirarak trombosit fonksi-
yonlarini inhibe ettigi gosterilmistir (67).

AGONISTLER

ADP

ADP ilk tanimlanan trombosit agonistidir. 1960
yilinda, eritrositlerden kaynaklanan kiictk bir molekii-
|tin trombositlerin cama adezyonunu uyardigi gosteril-
mistir. Daha sonra, bu bilesigin ADP oldugu ve trom-
bosit agregasyonunu da tetikledigi saptanmustir (60).

Normal kosullarda ADP plazmada bulunmaz.
Vaskdler hasar sirasinda eritrositler ve endotel hiicre-
sinden serbestlesir. Trombositlerin yogun grantilleri de
onemli ADP kaynagidir, trombositler uyaridiginda or-
tama salinir (9, 60,68,69). ADP,nin trombosit ylizeyin-
de iki farkli reseptorti oldugu dustntlmektedir. Ayni
reseptor tzerinde yuksek ve dusutk affiniteli iki farkli
baglanma bolgesi modeli de kabul gormektedir (60).
Epinefrin ADP’nin reseptoriine affinitesini artirmakta-
dir. Ca2*, ADP'nin yiiksek affiniteli bolgeye baglan-
masini indikler (31,60).

invitro kosullarda ortama ADP eklenmesi trombo-
sitlerde sekil degisikligi, fibrinojen reseptortintin ekspi-

resyonu ve primer agregasyona yol agmaktadir. Fibri-
nojen reseptori membran tzerindeki GPlIb-1lla komp-
leksidir. Dinlenim durumundaki trombositlerde fibri-
nojenin baglanmasina uygun degildir. Trombositlerin
ADP ile uyarilmasi sonucu baglanmaya uygun duruma
gelir. Diger agonistler de fibrinojen reseptortintin eks-
piresyonuna yol agar. Ancak ADP olusumunu azaltan
enzim sistemlerinin tim agonistlerle fibrinojen bag-
lanmasini azalttigi gosterilmistir (60,70). ADP ile uya-

rilan trombositlerde, Na*/H* pompas! aktivitesi ile si-
tozolik pH ve hiicre icine Ca2* girisi ile hiicre ici de-
polardan Ca2* saliniminin artmaktadir (60).

ADP'nin bir diger etkisi PGl ile uyarilan adenilat

siklazin inhibisyonudur. Bu etki ile fibrinojen resepto-
riintin ekspiresyonu birbirinden bagimsizdir. Kalitsal
kanama diyatezi olan bir grup hastada ADP ile bozuk
agregasyon yanitina ragmen c-AMP duzeyinin azaldi-
g1 saptanmistir. Flurosulfonil benzoil adenozin (FSBA)
ile ADP’nin indiikledigi agregasyonun inhibe oldugu,
adenilat siklaz tizerine etkisinin degismedigi gosteril-
mistir. p-civa benzen sulfonat ise agregasyonu etkile-
meden ADP’nin adenilat siklaz tGizerine etkisini inhibe
etmektedir (9).

ADP’nin IP tzerine etkileri konusunda gelisen so-
nuclara rastlanmaktadir. ADP’nin trombositlerde PA
duzeyi tzerine etkisini arastiran gruplardan bir kismi
PA diizeyinin arttigini, bir kismi ise degismedigini bil-
dirmektedir. Ayrica turler arasinda da farklar oldugu
vurgulanmaktadir (71). Bir ¢ok arastirict ADP ile uya-
rilan trombositlerde IP olusumunu gosterememistir .
ADP ile PLC aktivasyonunda da degisme olmadig: bil-
dirilmistir (72). ADP’nin trombin ve TxA» gibi agonist-
lerden farkli olarak PLC ile PIP) hidrolizi olmaksizin
primer agregasyonu uyardigi sonucuna varilmistir
(9,60,72).

Diger taraftan arasidonik asit metabolizmasinda
lipoksijenaz yolaginin ADP ile indiiklenen trombosit
aktivasyonunda onemli rol oynadigi 6ne surilmiustir
(73).

Trombin

Damar duvari hasarinda inaktif trombinin enzi-
matik parcalanmasi ile aktif trombin (a-trombin) ser-
bestlesir. Fibrin olusumundaki rolintn yanisira trom-
bin potent bir trombosit agonistidir. Bir serin proteaz
olan trombin cesitli peptit baglari hidrolize edebilir.
Trombinin bu etkisi trombositlerin aktivasyonunda et-
kin degildir. g-trombin fibrinojeni hidrolize etmez an-
cak trombositleri aktive eder. g-trombin, a-trombinin
sinirli hidrolizi ile olusur (9).

Trombin, trombositler tizerinde GPIb tizerindeki
reseptoriine baglanir. Son yillarda gergeklestirilen ca-
lismalar ile trombin reseptoriiniin yapisi ayritih olarak
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tanimlanmistir. Reseptor, yedi transmembran hidrofo-
bik domain tagiyan bir reseptor ailesindendir. Amino
terminali hiicre membraninin disina tasar. bu bolge
bir trombin substrati gibi davranmaktadir. Trombin bu
bolgeyi kopararak reseptorti aktive eder (13,74).
Trombin, trombositlerde G protein aracihg ile
PLC'i aktive eder. PIPy hidrolizi ile IP3 ve DAG agiga

cikar. Hiicre ici Ca2t artigi, eikosanoid olusumu ve
protein fosforilasyonu gozlenir (75,76,77,78).

Trombin ile uyarilan trombositlerde tirozin ki-
naz aktivitesi de artar. Trombinin trombositleri iki
farkl sekilde uyarildiklari 6éne siriilmektedir; diisiik
doz trombin ile aktivasyon icin protein-tirozin kinaz
gerekmektedir, yiiksek dozda trombin ile direkt olarak
PIP, hidrolizi olmaktadir (49).

Kollajen

Damar duvarinda hasar olusmasi ile endotel al-
tindan aciga ¢ikan kollajen ile trombositlerin temast,
trombositlerde bir “lag faz” 1 izleyen sekil degisiklig,
agregasyon ve sekresyon reaksiyonu ile sonuglanir (1).

Subendotelyal bolgede dort tip kollajen bulunur.
Tip | ve Il intersitisyel tip kollajendir, IV ve V bazal
membranda bulunur. Tip [, Il ve IV'iin trombosit
adezyonunu sagladigi gosterilmistir (5, 9, 79). Trom-
bositin kollajene adezyonu muhtemelen trombosit
membraninda bulunan gesitli bolgeler ile kollajen fib-
rili Gzerinde bulunan bélgelerin gogul etkilesimi ile
gerceklesmektedir (79). Bu nedenle trombosit memb-
raninda GPIlb, 61kDa, trombosit faktor X1, GPla gibi
cesitli kollajen reseptorleri tanimlanmis, ancak
GPIa’nin inhibisyonunun kollajen ile trombosit akti-
vasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (11). Trombosit-
lerin kollajene ilk tutunuslarinda vWF etkin rol oyna-
maktadir (79,80).

Trombositin kollajene adezyonu ile PLC aktive
olur. Bunu PLA, aktivasyonu izler. Arasidonik asit

metabolitlerinin (endoperoksitler ve tromboksanlar),
aciga c¢ikmasi adhere olmayan trombositleri aktive
ederek yanitin amplifikasyonunu saglar. Kollajenin,

trombinden farkli olarak, hiicre ici Ca2* diizeyinde
belirgin artis olmaksizin trombositlerde agregasyon ve
granul sekresyonunu tetikledigi ve aktivasyonda trom-
binden farkli bir yol izledigi 6ne strtilmektedir (81).

Aragidonik Asit ve TxA,

Egzojen olarak eklenen veya endojen olarak sali-
nan arasidonik asit, siklooksijenaz ile hizla siklik pros-
taglandin endoperoksitlere (PGGy vre PGHj) donii-
stir. Ara drtinler olan endoperoksitler, trombosit akti-

vasyonuna yol acarlar. Bu metabolitler Tx sentetaz ak-
tivitesi ile TxA,'ye donugurler. TxA, bu yolun major
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metabolitidir. Potent vazokonstriktor ve trombosit
agonistidir (9,47).

Trombositlerin endoperoksitler ve TxA» igin tek
tip reseptorii oldugu distintiilmektedir. Endoperoksit-
ler ve TxA»'nin trombositlerde spesifik bolgelere bag-
lanmasini hiicrede sekil degisikligi, agregasyon ve gra-
niil sekresyonu izler. TxA; ile uyariimis trombositler-
de, hiicresel ve hiicre disi kaynakli sitozolik Ca2* dii-
zeyi artisi, PIP) hidrolizi oldugu gosterilmistir. c-AMP
diizeyini de azaltici etkisi vardir (9,82).

Arasidonik asit lipoksijenaz enzimi araciligi ile
12HETE ve 12HPETE'ye donustr. Bu driinler trombo-
sit agregasyon inhibitortdur. Yiksek konsantrasyon-
larda arasidonik asit eklenmesi trombositlerde inhibi-
tor etki olusturmaktadir (9).

Epinefrin

Katekolaminler onemli trombosit agonistleridir.
Epinefrinin norepinefrinden ¢ok daha potent oldugu
gosterilmistir. Ancak, trombosit aktivasyonu igin ge-
rekli epinefrin konsantrasyonu (>0.1 mmol) normal
plazma diizeylerinden (0.1nmol) cok daha yiiksektir.
Daha dusiik diizeylerde epinefrin diger agonistlere
trombosit yanitini potansiyalize eder (9, 10). Antiko-
agiilan olarak sodyum sitrat kullanildiginda, tek basi-
na epinefrinin agregasyon ve sekresyona yol actigi,
huridin kullanildiginda ise bu reaksiyonlarin olmadigi
saptanmistir. Bu sonuglar epinefrinin yiiksek diizeyde

Ca2* iceren ortamlarda trombositleri tek basina in-
diiklemedigini gostermektedir (83).

Epinefrinin trombositler (izerine birbirinden ba-
gimsiz iki etkisi vardir: Agregasyonun indiklenmesi ve
adenilat siklazin inhibisyonu. Her iki etki de aj-adre-
nerjik reseptorler tizerinden gerceklesmektedir. ay-ad-
renerjik reseptor agonisti olarak dort ayri grup tanim-
lanmis olmasi (Grup | her iki yaniti da uyaran, Grup Il
adenilat siklaz inhibisyonunu indtkleyen, Grup Il ag-
regasyonu indiikleyen, Grup IV her iki yaniti da baski-
layan) reseptér tizerinde farkli baglanma bolgeleri ol-
dugunu distindirmektedir (9).

Epinefrin trombositlerde sekil degisikligine yol
acmaz. Direk olarak PLC'i aktive etmedigi, Na/H exc-
hange’ini uyardigi, pH’da artisa yol actigi ve PLA’i
uyardigr gosterilmistir (10).

Epinefrinin 6zellikle ADP ile sinerjistik etkisi bi-
linmektedir. Bu etkinin aspirin uygulamasina ragmen
devam etmesi TxA9 olusumundan bagimsiz oldugunu
dustindtrmektedir (9,83).

b adrenerjik reseptérlerin uyarilmasi ise trombo-
sitlerde adenilat siklazi uyararak inhibisyona yol agar-
lar. Epinefrinin trombositler tizerine etkisi a5 ve by ad-
renerjik reseptor yogunluguna ve oranina, baghdir.
Reseptorlerin yogunlugu tirler arasinda farklilik gos-
termektedir (9).
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PAF

inflamasyonda rol alan hiicrelerde yapilip bura-
dan salinan fosfolipit yapida bir mediatordiir. Trombo-
sitler icin giicli bir aktivatordir. Hicrede sekil degi-
sikligi, granil sekresyonu ve agregasyonu indiikler.
Uyarilmis trombositlerden de serbestlestigi icin diger
agonistlerin etkilerini kismen yonlendirdigi dustniil-
mektedir (84).

KAYNAKLAR

1. Holmsen H. Platelet metabolism and activation.Sem Hematol
1985; 22 (3): 219-40.

2. Leung L, Nachman R. Molecular mechanism of platelet agg-
regation. Ann Rev Med 1986; 37: 179-86.

3. Packham MA, Role of platelets in thrombosis and hemostasis.
Can ) Physiol 1994; 72: 278-84.

4. Rao GHR. Physiology of blood platelet activation. Indian )
Physiol Pharmacol 1993; 37(4): 263-75.

5. Steen VM, Holmsen H. Current aspects on human platelet ac-
tivation and responses. Eur | Hematol 1987; 38: 383-
399.

6. Zucker MB, Nachmias, V T. Platelet activation. Arteriosclero-
sis 1985; 5: 2-18.

7. Gear ARL. Platelet adhesion, shape change, and aggregation:
rapid initiation and signal transduction events. Can )
Physiol 1994; 72: 185-294.

8. Gerrard JM. Platelet aggregation: Cellular regulation and
physiologic role. Hospital Practice 1988; 15: 89-106.

9. Siess W. Molecular mechanisms of platelet activation. Physi-
ol Rev 1989; 69 (1): 58.

10. Brass LF, Hoxie ) A, Kieber-Emmons T et al. Agonist recep-
tors and G proteins as mediators of platelet activation. In
Authi KS, eds. Mechanisms of Platelet Activation and
Control. New York: Plenum Press, 1993: 17-35.

11. Siess W, Griinbergt B, Luber K. Functional relationship bet-
ween cyclic AMP-dependent protein phosphorylation
and platelet inhibition. In Authi KS, eds. Mechanisms of
Platelet Activation and Control. New York: Plenum
Press, 1993; 229-35.

12. Brass LF, Manning DR, Shattil S]. GTP-Binding proteins and
platelet activation. Hemostas Thromb 1990;13: 127-73.

13. Brass LF, Hoxie JA, Manning DR. Signaling through G pro-
teins and G protein-coupled receptors during platelet
activation. Thromb Haemost 1993; 70(1): 217-23.

14. Manning DR, Brass LF. The role of GTP-binding proteins in
platelet activation. Thromb Haemost 1991; 66(4): 393-
9.

15. Kaziro Y, lhoh H, Kozasa T et al. Structure and function of
signal-transducing GTP-binding proteins. Ann Rev Bio-
chem 1991; 60: 349-400.

16. Cassel D, Selinger Z. Mechanism of adenylate cyclase acti-
vation by chlora toxin: inhibition of GTP hydrolysis at
the regulatory site. Proc Natl Acad Sci USA 1977; 74:
3307.

17. Manning DR, Fraser BA, Kahn RA et al. ADP-ribosylation of
transducin by islet-activating protein: Identification of
asparagine as the site of ADP-ribosylation. ) Biol Chem
1984; 259: 749.

PAF reseptoriiniin molekiler ozelliklerini belirle-

meye yonelik calismalar siirmektedir. Hiicre igi ve di-
st segmentleri olan yedi transmembran domainden
olustugu gosterilmistir (84).
PAF'in reseptoriine baglanmasi ile PLC ve PLA, aktive
olur. Aktivasyonun G protein araciligi ile olduguna
dair ¢alisma sonuglari bulunmaktadir (10). PAF'in tiro-
zin kinazi uyardig1 da gosterilmistir (84,85).

18. Berridge M. Inositol triphosohate and diacylglyserol as se-
cond messengers. Biochem ) 1984; 220: 345-60.

19. Nomura H, Nakanishi H, Ase K et al. Inositol phospholipid
turnover in stimulus-response coupling. Hemostas
Thromb 1986, 9 : 143-58.

20. Rana RS, Lowell EH. Phosphoinositides in signal transduc-
tion. 1990; 70: 121-43.

21. Berridge MJ. Inositol triphosphate and calcium signalling.
Nature 1993; 361: 315-59.

22. Tysnes OB. Inositol Phospholipid metabolism in resting and
stimulated human platelets. Cellular Signalling 1992; 4:
611-17.

23. Brass FB, Suresh K]. A role for iinositol triphosphate in intra-

cellular Ca2+ mobilization and ganule secretion in pla-
telets. The ) Biol Chem 1985; 260(28): 15172-179.

24. Nishizuka Y. Turnover of inositol phospholipids and signal
transduction. Science 1984; 225: 1365-70.

25. Putney JW, Takemura H, Hughes AR et al. How do inositol
phosphates regulate calcium signalling? FASEB | 1989;
3:1899-1905.

26. Salzman EW, Ware A). lonized calcium as an intracellular
messenge in blood platelets. Hemost Thromb 1984;7:
177-202.

27. Authi KS. Ca2* homeostasis and intracellular pools in hu-
man platelets. In Authi KS, eds. Mechanisms of Platelet
Activation and Control. New York: Plenum Press,
1993:83-104.

28. Sage SO, Sargeant P, Heemskerk JWM et al. Calcium influx
mechanisms and signal organisation in human platelets.
In Authi KS, eds. Mechanisms of Platelet Activation and
Control. New York: Plenum Press, 1993: 69-82.

29. Scrutton MC. The platelet as a Ca2* -driven cell: mecha-

nisms by which may modulate Ca2* -driven responses.
In Authi KS, eds. Mechanisms of Platelet Activation and
Control. New York: Plenum Press, 1993:1-13.

30. Jones GD, Gear ARL. Subsecond calcium dynamics in ADP-
and Thrombin-stimulated platelets: a continuous-flow
approach using Indo-1. Blood1988; 71(6): 1539-1543.

31. Ware A, Smith M, Salzman EW. Synergism of platelet-agg-
regating agents. j Clin Invest 1987; 80: 267-271.

32. Ware AJ, Johnson PC, Smith M, Salzman EW. Effect of com-
mon agonists on cytoplasmic ionized calcium concent-
ration in platelets. ) Clin Invest. 1986; 77: 878-886.

33. Rink TJ, Smith SW, Tsien RY. Cytoplasmic free Ca2* in hu-

man platelets: Ca2*+ in human paltelets: Ca-independent
activation for shape-change and secretion. FEBS Lett
1982; 148(1): 21-25.




34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Giilriz Ersoz

Putney JW. Capacitative calcium entry revisited. cell cal-
cium1990; 11:611.

Irvine RF. Quantal Ca2* release and the contrl of Ca2*
entry by inositol phosphates-a possible mechanism.
FEBS Lett 1990; 263:5.

Murata K, Sakon M, Kambayash, ] et al. The possible invol-
vement of protein phosphatase 1 in thrombin-induced
CaZ* influx of human platelets. | Cell Biochem 1993;
51:442-5.

Fox JEB. Regulation of platelet function by the cytoskeleton.
In Authi KS, eds. Mechanisms of Platelet Activation and
Control. New York: Plenum Press, 1993:175-185.

Fox JEB. The platelet cytoskeleton. = hromb Haemost 1993;
70(6): 884-93.

Furman MI, Gardner TM, Goldschmidt-Clermont PJ. Mecc-
hanisms of cytoskeletal reorganization during platelet
activation. Thromb Haemos 1993; 70(1): 229-32.

Powling M), Hardisty RM. Glycoprotein llb-llla complex
and Ca?* influx into stimulated platelets.Blood 1985;
66(3): 731-4.

Nakashima S, Suganama A, Matsui A et al. Thrombin indu-
ces biphasic 1,2-diacylgycerol production in human
platelets. Biochem J 1990; 275: 355-61.

Werner MH, Hannun YA. Delayed accumulation of plate-
lets as a mechanism for regulation of onset of aggrega-
tion and secretion. Blood 1991; 78(2): 435-44.

Werner MH, Senzel L, Bielaska A et al. Diacylglycerol
overcomes aspirin inhibition of platelets: ev.dence for a
necessary role for diacylglycerol accumulation in plate-
let activation. Mol Pharmacol 1991, 39: 547-56.

Majerus PW, Bansol VS, Lips DL et al. The phosphoinositol
pathway of platelets and vascular cells. Ann NY Acad
Sci 1991; 614: 44-50.

Werner MH, Bielawska A, Hannun YA. Quantitative analy-
ses of diacylglyserol second messengers in human pla-
telets: correlation with aggregation and secretion. Mol
Pharmacol 1991; 41: 382-6.

Rao GHR. Signal transduction, second messengers, and pla-
telet function. ) Clin Med 1993; 121(1): 18-20.

Rao GHR, White JG. Influence of phospholipase Ay on hu-
man blood platelet alpha adrenergic receptor function.
Thromb Res 1989; 53: 427-34.

Purdon DA, Patelunas D, Smith JB. Evidence for the release
of arachidonic acid through the selective action of
phospholipaz A; in thrombin-stimulated human plate-
lets. Biochem Biophys Acta 1987; 920: 205-14.

Asahi M, Yanagi S, Ohta S et al. Thrombin-induced human
platelet aggregation is inhibited by protein-tyrosine ki-
nase inhibitors, ST638 and genistein. FEBS Lett 1992;
309 (1): 10-4.

Dhar A, Shukla SD. Tyrosine kinases in platelet signalling.
Br ] Haematol 1993; 84: 1-7.

Pumiglia KM, Lau LF, Huang CK et al. Activation of signal
transduction in platelets by tyrosine phosphatase inhibi-
tor pervanadate (vanadyl hydroperpxide). Biochem |
1992; 286: 441-9.

2. Smilowitz HM, Aramli L, Xu D et al. Phosphotyrosine

phosphatase activity in human platelets. Life Sci 1991;
49: 29-37.

. Ullrich A, Schlessinger |. Signal transduction by receptors

with tyrosine kinase activity. Cell 1990; 61: 203-12.

54.

55.

56.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

171

Golden A, Brugge JS, Shattil S). Role of platelet membrane
glycoprotein Ilb-llla in agonist-induced tyrosine phos-
phorilation of platelet proteins. The | Cell Biol 1990;
111(6): 3117-27.

Vostal )G, Jackson WL, Shulman NR. Cytosolic and stored
calcium antagonistically control tyrosine phosphorila-
tion of specific platelt proteins. The | Biol Chem 1991;
266(25): 16911-916.

Bachelot C, Cano E, Grelac F et al. Functional implications
of tyrosine protein phosphorilation in platelets. Bioc-
hem ) 1992; 284: 923-8.

. Salari H, Duronio V, Howard SL et al. Erbstatin blocks pla-

telet activating factor-induced protein tyrosine phosp-
horilation, polyphosphoinositide hydrolysis, protin ki-
nase C activation, serotonin secretion and aggregation
of rabbit platelets. FEBS Lett 1990; 263(1): 104-8.

Pumiglia KM, Huang CK, Feinstein MB. Elevation of cAMP,
but not cGMP, inhibits thrombin-stimulated tyrosine
phosphorilation in human platelets. Biochem Biophys
Res Comm 1990; 171(2): 738-45.

Siess W, Lapetina EG. Functional relationship between
cyclic AMP-dependent protein phosphorylation and
platelet inhibition. Biochem ) 1990; 271: 815-9.

Gachet C, Cazenave JP. ADP induced blood platelet activa-
tion: a review. Nouv Rev Fr Hematol 1994; 33: 347-58.

Johansson ]S, Haynes DH. Cyclic GMP increases the rate of
the calcium extrusion pump in intact human platelets
but has no direct effect on the dense tubular calcium ac-
cumulation system. Biochim Biophys Acta 1992; 1105:
40-50. i

Wu X, Briine B, Von Appen F, Ullrich V. Efflux of cyclic
GMP from activated human platelets. Mol Pharmacol
1992; 43: 564-8.

Severina IS, Belushkina NN. Increase in activating ability of
human platelet guanylate cyclase during aggregation.
Biochem Int 1992; 28(4): 621-31.

Waldman SA, Murad F. Cyclic GMP synthesis and function.
Pharmacol Rev 1987; 39: 163-96.

Maurice DH, Haslam R]. Molecular basis of the synergistic
inhibiton of platelet function by nitrovasodilators and
activators of adenylate cyclase: inhibition of cyclic AMP
breakdown by cyclic GMP. Mol Pharmacol 1990; 37:
671-81.

Gerzer R, Karrenbrock, Siess W et al. Dircct comparison of
the effects of nitroprusside, sin 1, and various nitrates on
platelet aggregation and soluble guanylate cyclase acti-
vity. Thromb Res 1988; 52: 11-21.

Briine B, Ullrich V. Different calcium pools in human pla-
telets and their role in thromboxane A, formation. The
Journal of Biol Chem 1991; 266(29): 19232-237.

Cattaneo M, Canciani MT, Lecchi A, Kinglough-Rathbone
et al. Released adenosine diphosphate stabilizes throm-
bin-induced human platelet aggregates. Blood 1990; 75
(5): 1081-86.

Born GVR. Adenosine diphosohate as a mediator of platelet
aggregation in vivo: an editorial view. Circulation 1985;
72 (4): 741-6.

Shattil SJ, Brass LF. Induction of fibrinogen receptor on hu-
man platelets by intracellular mediators. The ] Biol
Chem 1987; 262(3): 992-1000.

Vickers )D, Kinlough-Rathbone R, Packham MA et al. Ino-
sitol phospholipid metabolism in human platelets
stsmulated by ADP. Eur J Biochem 1990; 193: 521-528.

[ AU T (EAREIRY W TIT T s T I ——




172

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

TROMBOSIT AKTIVASYONU

Packham PA, Livne A, Ruben D et al. Activation phospholi-
pase C and protein kinase C has little involvement in
ADP-induced primary aggregation of human platelets:
effects of diacylgliserols, the diacylglyserol kinase inhi-
bitor R59022, staurosporine and okadaic acid.

Borin ML, Pinelis VG, Ivanova MA et al. Blockade of ADP-
induced Ca-signal and platelet aggregation by lipoxyge-
nase inhibitors. FEBS LETTERS 1989; 257: 345-7.

Coughlin SR. Thrombin receptor structure and function.
Thromb Haemostas 1993; 66(1): 184-7.

Nagashima S, Suganuna A., Matsui A et al. Thrombin indu-
ces a biphasic 1,2-diacylglycerol production in human
platelets. Biochem ) 1991; 275: 355-61.

Huang EM, Detweiler TC. Reassessment of the evidence for
the role of secreted ADP in biphasic platelet aggrega-
tion. J lab Clin Med 1980; 95: 59-63.

Puri RN, Colman RW. Thrombin- and cathepsin G-induced
platelet aggregation: Effect of protein kinase C inhibitors.
Analy Biochem 1993; 210: 50-7.

Skeaff CM, Holub BJ. Altered phospholipid composition of
plasma membranes from thrombin-stimulated human
platelets. Biochim Biophys Acta 1985; 834: 164-71.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Packham MA, Mustard JF. Platelet adhesion. Prog Hemostas
Thromb 1984; 7:211-88.

Hardisty RM. Molecular mechanism of platelet adhesion.
Adv Exp Med Biol 1985; 192: 411-8.

Watson SP, Reep B, McConnell RT et al. Collagen stimu-
lates 3H inositol triphosphate formation in indometha-
sin treated human platelets. Biochem ) 1985; 226:831-
7

Saussy DL, Mais DE, Baron DA et al. Subcellular localiza-
tion of a thromboxane A2/prostaglandin H2 receptor an-
tagonist binding site in homan platelets. Biochem Phar-
macol 1988; 37(4): 647-54.

Keraly CL, Kinlough-Rathbone RL, Packham MA et al. Con-
ditions affecting the responses of human platelets to epi-
nephrine. Thromb Haemostas 1988; 60(2): 209-16.

Shukla SD. Platelet activating factor receptor and signal
transduction mechanisms. FASEB | 1992; 6: 2296-301.

Dhar A, Paul AK, Shukla SD. Platelet activating factor stimu-
lation of tyrosine kinase and its relationship to phospho-
lipase C in rabbit platelets: Studies with genistein and
monoclonal antibody to phosphotyrosine.




