Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi
39 (3) 157-164, 2013

OZGUN ARASTIRMA

Agregometrede Plazma Orneginin Alttan Karistiriimasi
Yerine Ustten Karistirilmasinin Agregasyon
Uzerindeki Beklenmedik Etkileri’

Engin SAGDILEK"?, Oguz SEBIK'”, Giirbiiz CELEBI'

" Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dal1, izmir.
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, Bursa.

3 Kog Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, istanbul.

OZET

Agregometreler, trombosit agregasyonunun “Altin Standart” olarak degerlendirildigi cihazlardir. Plazma drnegini alttan karistiran standart
manyetik sistem yerine, listten karistiran mekanik bir sistemle elde edilen agregasyon egrilerinde gézlenen farkliliklar bu ¢aligmada deger-
lendirildi. Saglikli goniilliilerden alinan kan 6rnekleri sitratla (n=27) veya heparinle (n=26) antikoagiile edildi. Ayn1 anda, ayn1 uyaric ajanla,
ayn1 plazmadan alinan iki 6rnek lizerinde, agregometrenin bir kanalinda standart agregasyon Ol¢limii yapilirken diger kanalinda mekanik
karistiricinin Gistten karistirdigr agregasyon 6l¢iimii yapildi. Elde edilen agregasyon egrilerinin egimleri, maksimum degerleri ve lag zamanla-
1 6lgiildi. Plazma 6rnegininin mekanik karistirici bir sistemle iistten karistirilmasi, agregalarin dibe ¢okmesini engelleyerek maksimum
agregasyonun daha diisiik olmasina, kollajen ile uyarilan agregasyonun lag zamaninin kisalmasina ve epinefrin ile uyarilan agregasyon
egrilerinin monofazik olmalarina sebep oldu. ADP ve kollajen ile uyarilan agregasyon egrilerinin egimleri azaldi. Trombositlerin agregasyon
fonksiyonunun 6lgiimiinde kullanilan klasik bir yontemde yapilan basit bir degisikligin beklenmedik sonuglari, agregasyona ve agregometre-
lere farkli bir gozle bakmamizi gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Trombosit. Agregometre. ADP. Kollajen. Epinefrin.

The Unforeseen Effects of Stirring Plasma Samples From the Top Rather Than the Bottom on
Aggregation in the Aggregometer

ABSTRACT

Aggregometry are considered the “golden standard” in assessing platelet aggregation. This study evaluates the differences observed when the
plasma sample in the aggregometer was stirred from the top using a mechanical system compared to conventional method of stirring from the
bottom of the plasma sample. Blood from healthy volunteers were anticoagulated using citrate (n=27) or heparin (n=26). Using the same
stimulating agent, two samples from the same plasma were evaluated simultaneously in the two channels of the aggregometer; in one channel
the plasma sample was stirred conventionally from the bottom, in the other channel the sample was stirred from the top using a mechanical
stirrer. The maximum values, lag times and slopes of the resulting aggregation curves were measured. Stirring the plasma sample from the
top using a mechanical stirrer resulted in a smaller value for maximum aggregation, preventing the aggregates to settle at the bottom. It also
resulted in shorter lag times for collagen induced aggregations, and monophasic aggregation curves for epinephrine induced aggregations.
The slopes of the aggregation curves for ADP and collagen induced aggregations were also lowered. The unforeseen effects of a simple
modification of the classical method of aggregometry used for evaluating the aggregation process of platelets highlight the need to evaluate
results from aggregometry in a different light.

Key Words: Platelet. Aggregometry. ADP. Collagen. Epinephrine.

Trombositler, fizyolojik olarak kanamanin durdurul-
masinda primer rol oynayan kan hiicreleridir. Insan
viicudundaki hemen hemen en kiigiik hiicreler olup,
Gelis Tarihi: 05 Aralik 2013 ¢ekirdekleri yoktur.l’2 Trombositler nicelik olarak
Kabul Tarihi: 21 Ocak 2014 basit bir hemogram testiyle degerlendirilebilirler. Test
Dr. Engin SAGDILEK sonucuna gt')rev trombosit sayisinin diisiik olmasi ka-
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, nama yatkilig1 hakkinda, fazla olmasi tromboz yat-
Biyofizik Anabilim Dali, Bursa kinhig hakkinda fikir verir.’ Trombositlerin nitelik
Tel:0 224 2954045 olarak degerlendirilmesi ise biraz daha zordur. Adhez-
e-posta: esagdilek@uludag.edu.tr yon, agregasyon, sekresyon gibi bircok farkli fonksi-

*

Bu calisma, 23. Ulusal Biyofizik Kongresinde
(13-16 Eylul 2011, Edirne) sozlu bildiri olarak sunulmustur.
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yonu bulunan trombositler, hemograma gore daha ileri
test yontemleri ile fonksiyonel olarak degerlendirilebi-
lirler.*

Trombosit agregasyonunun degerlendirildigi optik
agregometreler, yirminci ylizyllin son ¢eyreginden
beri trombosit fonksiyon testlerinin “Altin Standardi”
olarak kabul edilmektedir.”’” Optik agregometre bir
cesit spektrofotometredir. Trombositce zengin plazma
ornegi bir test tlipinde belli bir hizda karistirilirken
ornege uyarici ajan ilave edilir. Uyaric ajanin etkisiy-
le trombositler aktive olur ve birbirlerine yapisarak
agregalar olustururlar. Olusan agregalar ¢Oker ve
sonu¢ olarak ortamin 11k gegirgenligi artar. Isik ge-
cirgenligindeki degisiklik trombosit agregasyonunun
olciisidir.®

Onceki ¢alismalarimizda®'®, manyetik alanlarin trom-
bosit agregasyonu iizerine etkilerini degerlendirmek
amaciyla, 6rnek karistirma mekanizmasi degistirilmis
bir optik agregometre kullanmistik. Bu degisiklik
manyetik karistiriciy1 elimine etmek amaciyla yapil-
mistt. Normal bir agregometrede trombosit¢e zengin
plazma Ornegi agregasyon tiipiiniin dibinde donen
kiigiik bir gubuk miknatisla karistirtlir. Bu galigmalar
icin yapilan degisiklikle, drnegin tiipe iistten daldirilan
bir mil ucunda donen, orijinal gubuk miknatis boyutla-
rinda bir metal pargasi ile karigtirilmast saglanmustir.
Bu calismalarda, tistten karistirma ile elde edilen ag-
regasyon egrilerinin, standart agregometreden elde

edilenlere gore bazi farkliliklar gosterdigi gdzlenmistir.

Bu makalede, standart optik agregometrede yapilan ve
farkli bir etki olusturmasi beklenmeyen séz konusu
degisikligin, agregasyon egrilerinde ne gibi degisiklik-
lere yol agtig1 tartigilmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Ege tniversitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Etik Kurulu onay1 alinarak, protokollere uygun olarak
yiiriitiildii. Deneyler, 2009 Ocak-Nisan aylari arasinda,
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim
Dal1 Laboratuvarlarinda yapildi.

Denekler

Deneyler, 22-51 yaslar1 arasinda, saglkli ve goniilli
53 denekten alinan kan oOrnekleri {izerinde yapildi.
Kisisel ve aile hikdyesinde herhangi bir kanamali
durum veya hastalik olanlar, sigara igenler, son 10 giin
icinde trombositleri etkiledigi bilinen herhangi bir ilag
veya alkol almig olanlar ¢alismaya dahil edilmedi.

Kan Orneklerinin Alinmasi

Goniilli olarak caligmaya katilan denegin kan 6rnegi,
sabah 08.30-10.00 arasi, a¢ karnina, kan almadan
gorevli hemsire tarafindan, iist kola hafif vendz staz
uygulanarak antecubital venden 21 G igne kullanila-
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rak alind1. Iki adet 10’ar mI’lik tiipe alinan yaklasik 20
ml kan Ornegi, heparinli tiiplerde 5 U/ml heparinle,
sitrathi tiiplerde 0.0106 M sitratla (sitrat/kan: 1/9)
antikoagiile edildi. Her deney giiniinde, tek bir denek-
ten, bir ¢esit antikoagiilanla alinan kan 6rnegi iizerinde
calisildi.

Trombositce Zengin ve Fakir Plazmalarin
Hazirlanmasi

Denekten alinan 2 tiip antikoagiile kan, 10 dk siire ile
200 G’de santrifuj edildi. Her tiipte istte kalan trom-
bositge zengin plazma (TZP) kisimlar1 pipetle ¢ekile-
rek tek bir tiipte toplandi. Tiip alt iist edilerek TZP nin
homojen olmasi saglandi. TZP’ler alindiktan sonra
altta kalan sediment 2000 G’de 15 dk daha santrifuj
edildi. Bu kez istte kalan plazma trombosit¢e fakir
plazma (TFP) olup, agregometre kalibrasyonunda
kullanilmak tizere ayr1 bir tiip igine alind1.

Agregometrede Yapilan Degisiklik ve Agregasyon
Olciimleri

Calismamizda, Platelet Aggregation Profiler PAP-
4CD (Bio/Data, PA, USA) 4 kanalli optik agregomet-
re cihazi kullanildi.

Optik agregometrelerde ¢ok kiigiik miktarlardaki uya-
rict ajanin (5-25 pl) TZP iginde (475-495 pl) dagil-
mast ve trombositlerin birbirleriyle temas edebilmeleri
icin TZP’nin karistirilmas: gerekir. Bu islem hemen
hemen tiim agregometrelerde manyetik bir diizenek ile
gergeklesir. TZP tlipliniin i¢ine, laboratuarlarda balik
olarak adlandirilan kiigiik bir ¢ubuk miknatis veya
metal pargacik (stir bar) konur. Kiivetin altinda bir DC
motora monte edilmis ikinci bir miknatis vardir. Bu
miknatis dondiikge tiipiin dibindeki ¢ubuk miknatisi
da dondiiriir. Dénen ¢ubuk miknatis TZP O6rnegini
karistirir (Sekil 1/b).>®

Onceki calismalarimiz i¢in *', bu manyetik karigtirma
diizenegini devre dist birakmak amaciyla mekanik bir
karistirict yapilmisti. Bu mekanik karistiricc BAU
Otomasyon Sirketi (Izmir) ile ortak calismalarla ya-
pildi. Agregometre iizerine hem yatay hem disey
dogrultuda hareket edebilen bir platform monte edildi.
Platform tizerine iki mil yatag: sabitlendi. Mil yatakla-
1 ince lastik bir kayisla, hiz1 ayarlanabilen bir DC
motor miline kenetlendi. Mil yataklarindan birinin
donen parcasina bir optik sayac yerlestirilerek, milin
dakikadaki devir sayist siirekli olarak LCD ekranda
goriintiilendi.

Miller Ege Universitesi atdlyelerinde imal edildi. Bu
calisma icin bir milin ucu eger bigiminde sekillendiri-
lerek, buraya agregometre cihazinin orijinal ¢ubuk
miknatist yapistirildi. Sonra, milin ucu ve standart
Ol¢iimiin yapilacagi diger kanala konulacak olan ¢u-
buk miknatislar saydam koruyucu kaplama spreyi
(1601, 3M Scotch, Germany) ile kaplandi.



Agregometredeki Degisikligin Beklenmedik Sonuclar:

Karistiricr milin 6rnek kiivetine gelen 15181 kesmemesi
icin, mil kiivet igine belli bir derinlige kadar batirild1.
Ayrica, aynt amagla 6rnek tiipii agregometre tabanina
yerlestirilen plastik bir tamponla 4 mm yiikseltildi.
Modifiye edilmis agregometrenin sematik ¢izimleri ve
fotografi, Sekil 1/a ve Sekil 2°de gosterildi.
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Sekil 1:

Standart agregometre ve mekanik iistten karistiricily
sistemin sematik ¢izimi.

Sekil 2:
Mekanik iistten karigtiricitli modifiye optik agregomet-
renin fotografi.

Standart optik agregometrede TZP &rneginin iginde
stir bar bulunmadiginda cihaz 6l¢iim moduna gecmez.
Ciinkii bu durumda cihaz hem ¢ubuk miknatisin varli-
g1 hem de gonderdigi agisal hiz bilgisinden yoksun
kalir. Mekanik karistirictyr kullandigimiz kanalda bu
sorunu ¢6zmek i¢in sisteme, cubuk miknatisin karsisi-
na rast gelen bobinde {iretilen sinyali taklit edip dev-
reye veren bir fonksiyon jeneratorii ilave edildi
(PCGU 1000, 2 MHz USB PC Function Generator,
Velleman Instruments, Gavare, Belgium). Boylelikle
cihaz tekrar 6l¢iim moduna geger duruma getirildi.

Bu calismamizda ayni anda ayni uyarici ajanla, 2.
kanalda mekanik karistirict ile iistten karigtirarak (Ka-
ristiricl), 3. kanalda standart gubuk miknatis ile alttan
karistirarak (Standart) agregasyon dlglimleri yapildi.

Agregasyon testlerine baglarken, 6nce karistirict mil
yatagina takildi. Sonra karistirict ¢aligtirllip 900 de-
vir/dk’lik agisal hiza ayarlandi ve hizin sabitlesmesi
beklendi. TFP ile 151k gegirgenligi %100’e kalibre
edildi. Kullanilacak uyarici ajanin son konsantrasyo-
nuna uygun miktarda TZP agregasyon tiiplerine konup,
2. ve 3. kanaldaki agregometre kiivetlerine yerlestirildi.
Karistirict milin girecegi 2. kanal 6l¢iim moduna geti-
rildi. Uyarici ajan 6nce standart 6l¢timiin yapilacagi 3.
kanala ardindan mekanik karistiric ile 6lgiimiin yapi-
lacagt 2. kanala eklendi. Daha sonra karigtirict mil
TZP tiipiiniin i¢ine milin isaretli yerine kadar dikkatli-
ce indirildi. Agregasyon siireci, agregometrenin bilgi-
sayardaki yazilimindan izlendi.

Agregasyon egrisi maksimuma erigip, belirli bir siire
diiz cizdikten sonra karistirici 2. kanaldan cikarildi.
Hemen ardindan ince bir tel ile 3. kanaldaki ¢ubuk
miknatis da ¢ikarildi. Agregasyon egrilerinin tekrar
diizlesmesi ile birlikte test sonlandirildi.

Uyarict ajan olarak ADP, kollajen ve epinefrin
(Bio/Data, PA, USA) kullanildi. Test son konsantras-
yonlar1 ADP i¢in 4 pM, epinefrin igin 20 uM, kollajen
i¢in heparin grubunda 38 pg/ml, sitrat grubunda 95
pg/ml olarak ayarlandi. Her denek i¢in Standart x
Karistiricr karsilagtirmast sirasiyla dnce ADP, sonra
kollajen, en son da epinefrin kullanilarak yapildi.

Agregasyon Olgiimlerinde degerlendirilen parametreler
Sekil 3 ve 4’te gosterildi. Parametre degerleri, agre-
gometreye ait bilgisayar yazilimi kullanilarak hesap-
landi. Agregasyon egrisinin e@imi %10-20 agregas-
yon degerleri arasindaki boliimde olgiildii. Maksi-
mum agregasyon (%), agregasyon egrisinin maksi-
muma ulasip, en az 1 dk bu seviyede kaldig1 aralikta
olgiildii. Bifazik egri gozlenen agregasyonlarda pri-
mer agregasyon (%), ve egim-2 (%30-40 arasi)
ayrica Olgiildli. Karstirict ve ¢ubuk miknatis kanalla-
rindan ¢ikarildiktan sonra meydana gelen agregasyon
artis1 ¢cokme (%) olarak adlandirildi. Maksimum agre-
gasyon ile ¢okme’nin toplamindan olusan toplam
agregasyon (%) hesaplandi.

Standart agregasyon 6l¢iimlerinde ADP ve epinefrinin
verilmesiyle birlikte agregasyon egrisi olusmaya bag-
ladi. Mekanik karistirict ile yapilan olgiimlerde ise
ADP ve epinefrin verildikten sonra karistiricinin TZP
icine girinceye kadar gecen siire [Karistiricinin inis
siiresi, sn] olciildii. Kollajen ile uyarilan standart
agregasyon Ol¢iimlerinde kollajen verildikten sonra
agregasyon egrisinin gdzlenmeye baslamasina kadar
gecen siire (lag zamani, sn) Olciildi. Kollajen ile
uyarillan mekanik karistirict Olglimlerinde bu siire
Karistiricinin inis siiresi + Lag zamam olarak de-
gerlendirildi.

Deney siireci, denekten kan alinmasini takiben en geg
1 saat i¢inde tamamlandi. (TZP 6rneklerinin hazirlan-
mast: 30 dk, agregasyon ol¢limii: 30 dk).
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istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenlerin karsilagtirmast Yates diizelt-
meli Ki-kare testi ile yapildi. Degerlendirilen paramet-
relerden normal dagilim gosterenler tablolarda ortala-
ma + standart sapma ve minimum-maksimum degerler
olarak, normal dagilim gdstermeyenler medyan ve
minimum-maksimum degerler olarak gosterildi. Stan-
dart ve karistirict agregasyon Olgiimlerinin grup ici
karsilagtirmalar1 Eslestirilmis t-test ya da Wilcoxon
sira toplamlari testi ile yapildi. Gruplar arasi bagimsiz
cift drneklemlerin karsilagtirmasi t test veya Mann
Whitney U test ile yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05
kabul edildi.

Bulgular

Kullanilan iki ayr1 antikoagiilana baglh olarak olustu-
rulan heparin ve sitrat gruplarmmin yas dagilimi
(p=0.195) ve kadm/erkek oranlari (p=0.880) birbirine
benzerdir (Tablo I).

Tablo I- Gruplarin yas dagilimi ve kadin/erkek oran-

lar1.
Heparin Sitrat Toplam
Denek sayisi (n) 26 27 53
Kadin/Erkek 15 1 11 14 113 29/ 24
Yas (ort £ ss) 36.7+7.7 | 340+68 | 35373
(min-mak) (22-50) (24-51) (22-51)

Degerlendirilen parametrelerin standart ve karistirict
agregasyon Olglimleri arasindaki karsilagtirmalari
Tablo II ve III’te verildi.

ADP ile uyarilan agregasyonlar heparin grubunda
tamamen monofazikken, sitrat grubunda yaklagik 2/3
oraninda monofazik, 1/3 oraninda bifazik olarak goz-
lendi. Kollajen ile uyarilan agregasyonlar her iki grup-
ta da monofazik olarak gdzlendi. Epinefrin ile uyarilan
agregasyonlar sitrat grubunda standart Olgiimlerin
hepsinde bifazikken, karistirict ile yapilan 6lgiimlerin
hepsinde monofazik olarak g6zlendi. Heparin grubun-
da ise standart 6l¢iim agirlikli olarak bifazikken, karis-
tirict ile yapilan dlglimler yaklagik yari yariya mono-
fazik olarak gozlendi.

Her iki antikoagiilan grubunda ve tiim uyarici ajanlar-
da (toplam 6 alt grup) ¢ok acik bir sekilde gdze carpan
durum, karistirict ile yapilan 6lgiimlere gore standart
6lglimlerde, maksimum agregasyonun anlamli olarak
yiiksek (p<0.001 [6 alt grup]), ¢ékmenin anlamli ola-
rak diigiik ¢ikmasiyd: (p<0.001 [5 alt grup], p=0.030
[1 alt grup]). Toplam agregasyonda ise 4 alt grupta
fark ortadan kalkiyordu (Sekil 3 ve 4).

Kollajenin uyarict ajan olarak kullanildigi standart
agregasyon Olclimlerinde, kollajenin TZP’ye verilme-
sinden sonra agregasyonun baglamasina kadar gegen
siire (lag zamani), heparin grubuna gore sitrat grubun-
da bariz bir sekilde uzun bulundu (p<0.001) (medyan:
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28 [19-50]; medyan: 109 [75-213]). Uyarici ajan ola-
rak ADP ve epinefrinin kullanildig1 agregasyon ol-
¢limlerinde karigtiricinin inig siiresi yaklasik olarak
ortalama 21 sn hesaplandi. Kollajenin uyarict ajan
olarak kullanildig1 karistirict ile yapilan agregasyon
Olciimlerinde [karigtiricinin inis siiresi + lag zamani]
olarak oOlciilen degerlerden 21 sn ¢ikartilarak elde
edilen sonuglar lag zamam olarak degerlendirildi.
Hem heparin hem de sitrat grubunda karistiricinin
anlamli olarak kollajenin lag zamanin1 kisalttig1 bu-
lundu (p=0.014, p<0.001).

Tablo II- Heparin grubunda her ii¢ uyarici ajanla elde
edilen agregasyon egrilerinde, degerlendiri-
len parametrelerin standart ve karistirict
gruplar arasinda karsilastiriimasi.

(Normal dagilima uyan degerler ortalama + standart sapma

ve minimum-maksimum degerler seklinde, normal dagilima

uymayan degerler median ve minimum-maksimum seklinde
verildi.)

Heparin (n=26)
Standart | Karistirici p
26/26 monofazik ]
Karistiricinin 2 V
inig siiresi (sn) /////A 205 (12-38) ﬁ
", 394180 394+16.9
ADP Egim (14-86) (1583 | 1000
4 Maksimum 424 +£12.2 38.3+108 <0.001
uM Agregasyon (%) (22.2-70.4) (19.2-58.2) ’
N 54+30 106 +6.0
Gokme (%) (06-12.2) (0-228) 0001
Toplam 47.3+136 46.4 +15.6 0.493
Agregasyon (%) (24.6-75.2) (19.2-77.0) ’
26/26 monofazik ]
Lag/Kanstineinin | og 5 49 50y | 395 (23-83) |<0.001
inig siiresi + Lag (sn)
Lag / [Kanigtiricinin
inig siiresi + Lag] - | 28.0(19-50) | 21.0(21-62) |0.014
|§g' 21 (sn) [min 21]
giml Egim 340(12-82) | 25.5(12-49) |<0.001
H Maksimum 50.7 + 16.1 428 £12.3 <0.001
Agregasyon (%) (26.8-83.8) (23.4-66.4) ’
Gokme (%) 46(0-92) | 11.2(0-216) [<0.001
Toplam 549+ 16.8 546 +17.2 0.527
Agregasyon (%) (26.8-86.2) (27.2-86.2) ’
r
224 monofazik | M2 7
22224 bitazk | 34 piagik A
o -
Kanigtiricinin inig V //
siiresi (sn) ] 220 (14-56) ]
", 10.3+4.0 20885
Ep Egim (ps) (4-18) (4-45) <0.001
20 | Primer Agregasyon 155+6.0 21.6%6.0 0.005
UM (%) (6.4-27.4) (13.4-338) |
Egim-2 (ss) 5.0 (2-12) 3.0(1-14) [ 0.006
Maksimum 48.7+16.9 3731134 <0.001
Agregasyon (%) (25.0-89.6) (12.8-67.0) ’
Gokme (%) 3.0(0-12.8) 13.6 (0-24.0) |0.030
Toplam 534 +19.0 473+£21.2 0.048
Agregasyon (%) (25.0-91.4) (12.8-86.8) |




Agregometredeki Degisikligin Beklenmedik Sonuclar:

Tablo III- Sitrat grubunda her ii¢ uyarici ajanla elde
edilen agregasyon egrilerinde, degerlendi-
rilen parametrelerin standart ve karistirict
gruplar arasinda karsilastiriimasi.

(Normal dagilima uyan degerler ortalama + standart sapma

ve minimum-maksimum degerler seklinde, normal dagilima
uymayan degerler median ve minimum-maksimum seklinde

verildi.)
Sitrat (n=27)
Standart Karigtirici p
18/27 monofazik | 20/27 monofazik y
027 bifazik | 7127 bifazk [eed
Kangtiricinin inig V V
siiresi (sn) ‘,.-': 150 (12-26) ‘,.-":
Egim 310 (15-69) | 24.0 (14-63) [<0.001
Primer 32.8 +6.7 (20.4-|29.8 + 3.6 (22.8-
AEP Agregasyon (%) 420) 4 |008
M Egim-2 4114 (2-6) | 29+1.1(1-4) [0.039
Maksimum 475+145 401 +129 <0.001
Agregasyon (%) (15.8-72.8) (12.2-62.4) ’
. 48+34 104 +£6.0
Gokme (%) 0.129) 0240|0001
Toplam 524 +16.9 50.5+18.3 0.016
Agregasyon (%) (15.8-83.8) (12.2-80.4) ’
27/27 monofazik s
Lag/Kanistineinin 1409 75 513) | 525 (22-110) [<0.001
inig siiresi + Lag (sn)
Lag / [Kanigtiricinin
inis siiresi + Lag] - 21| 109.0 (75-213) | 31.5(21-89) [<0.001
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Heparin grubunda karigtiricinin kollajen ile uyarilan
agregasyonun egimini anlamli olarak azaltti
(p<0.001), epinefrin ile uyarilan agregasyonun egimi-
ni ve primer agregasyonunu anlaml olarak arttirirken
(p<0.001, p=0.005), egim-2’yi anlaml1 olarak azalttig1
(p=0.006) gdzlendi.

Sitrat grubunda karistiricinin ADP ile uyarilan agre-
gasyonun egimini, primer agregasyonunu ve egim-
2’sini anlamli olarak azalttigi (p<0.001, p=0.043,
p=0.039) ve epinefrin ile uyarilan agregasyonun egi-
mini anlamli olarak arttirdig1 gozlendi (p<<0.001).
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Sekil 3:

Heparin grubunda ADP, kollajen ve epinefrin ile
uyarilmig trombositce zengin plazma érneklerinden
elde edilen agregasyon egrilerinin, degerlendirilen
parametrelerin ortalama degerlerine gore sematik

cizimi. Yildizlar, karigtirici ile elde edilen agregasyon
egrilerinin, standart agregasyon egrilerine gore farkl
oldugu yerleri géstermektedir.
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Sekil 4:
Sitrat grubunda kollajen, epinefrin ve ADP, ile uya-
rilmis trombositce zengin plazma drneklerinden elde
edilen agregasyon egrilerinin, degerlendirilen para-
metrelerin ortalama degerlerine gore sematik gizimi.
Yildizlar, karistirici ile elde edilen agregasyon egrile-
rinin standart agregasyon egrilerine gére farkl oldu-
gu yerleri gostermektedir.

Ozetle; karistiricl, standart agregasyona gore:

Her iki antikoagiilan grubunda, ii¢ uyarici ajanla da
uyarilan agregasyon egrilerinde;

— Maksimum agregasyonu azaltti,

— Cokme artt,

— Toplam agregasyonda fark ortadan kalkti.
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Her iki antikoagiilan grubunda kollajen ile uyarilan
agregasyon egrilerinde;

— Lag zamanim kisaltt1.

Epineftin ile uyarilan agregasyon egrilerinde;

— Sitrat grubunu tamamen monofazik yaparken,

— Heparin grubunda monofazik olma egilimini arttir-
d.

Heparin grubunda;

— Kollajenle uyarilan agregasyon egrilerinin egimini
azaltti,

— Epinefrinle uyarilan agregasyon egrilerinin egimini
ve primer agregasyonunu arttirirken, egim-2’sini
azaltt1.

Sitrat grubunda;

— ADP ile uyarilan agregasyon egrilerinin egimini,
primer agregasyonunu ve egim-2’sini azaltt1.

— Epinefrin ile uyarilan agregasyon egrilerinin egi-
mini arttirdi.

(Sekil 3 ve 4).

Tartisma

Caligmamizda, farkli bir amag i¢in standart optik ag-
regometre lizerinde yapilan basit bir degisikligin,
agregasyon 1lzerindeki etkileri arastirildi. Standart
optik agregometrede oldugu gibi trombosit¢e zengin
plazmayr bir ¢ubuk miknatisla dipten karigtirmak
yerine, mekanik bir karistirict ile iistten karistirmak,
agregasyon egrilerinde beklenmedik degisikliklere yol
agmustir.

Her iki antikoagiilan grubunda {i¢ uyarici ajan igin,
mekanik karistirici ile elde edilen agregasyon egrile-
rindeki maksimum agregasyonlarin standart agregas-
yon egrilerine gore daha diisiik, karistirici ¢iktiktan
sonraki ¢okmenin daha fazla ve toplam agregasyonun
standart agregasyon egrilerine ¢ok benzer olusu, ka-
rigmanin gergeklestigi yerle iliskili oldugunu diisiin-
diirmektedir. Mekanik karistirict olusan agregalarin
dibe ¢okmesine izin vermemektedir. Biiyiik olasilikla
agregalar, milin ¢evresindeki merkezka¢ kuvvetinden
kurtulup dibe ¢okemedikleri i¢in 151k yolunu engelle-
meye devam etmektedirler. Standart yontemde karis-
ma zaten tlipiin dibinde oldugu igin olusan agregalar
dipte kalarak 151k yolunun nispeten uzaginda yer alir-
lar. Karistirict mil ve cubuk miknatis ¢ikarildiktan
sonra, ¢okmenin mekanik karistirict da daha fazla
olmast bu diisiinceyi desteklemektedir. Sonugta top-
lam agregasyonun ¢ok benzer olmasi, mekanik karigti-
ricinin agregasyon fonksiyonunun sonucunu degistir-
medigini gostermektedir

Karistiricinin en belirgin etkisi, epinefrin ile uyarilan
agregasyonlarin monofazik olma oranini arttirmasidir.
Klasik bilgilere gore, sitratla antikoagiile edilmis
plazma o6rnekleri epinefrin ile uyarildiklarinda agre-
gasyonlar1 bifazik egriler gosterir.”™'"'* Calismamiz-
da sitrat grubundaki standart agregasyon egrilerinin



Agregometredeki Degisikligin Beklenmedik Sonuclar:

timi bifazik iken, mekanik karistirici ile elde edilen
agregasyon egrilerinin timii monofaziktir. Heparin
grubunda da monofazik olma orant 5.5 kat artmustir
(2/24, 11/24). ADP ile uyarilan agregasyonlar hakkin-
daki klasik bilgi, diigiik konsantrasyonlarda epinefrin
gibi bifazik egriler vermeleri, yiliksek konsantrasyon-
larda monofazik egriler vermeleridir. ADP’nin diisiik
konsantrasyonlarinda goriilen sekresyona bagli sekon-
der agregasyon, konsantrasyon artisi ile birlikte primer
agregasyonun ic¢ine gomiilmekte ve bir adimda esas
agregasyon egrisini olusturmaktadir.>®'"'*  Bizim
calismamizda, epinefrin ile uyarilan agregasyonlarda,
karistirict ile gozlenen bifazik egrilerin tlimiiniin mo-
nofazik forma donmesi, toplam agregasyonda ise farka
yol agmamasi, mekanik karistiricinin sanki doz artisi
gibi, agregasyonu farkli bir sekilde aktive ettigini veya
aktive olan sistem {iizerine katkida bulundugunu dii-
siindiirmektedir. Bunu test etmek amaci ile, higbir
uyarict ajanin ilave edilmedigi, trombositge zengin
plazma 6rneginin sadece mekanik karistirict ile karis-
tirlldig1 spontan agregasyon deneyleri yapildi. Bu
kosullarda bes kisilik bir grupta higbir spontan agre-
gasyon gozlenmedi (veriler verilmedi). Sonug olarak
mekanik karigtiricinin tek basma agregasyonu aktive
etmedigi, ancak mevcut aktivasyona katkida bulundu-
gu dislinildi.

Karigtiricinin bir diger ilging etkisi kollajen ile uyari-
lan agregasyonlarda lag zamanimi kisaltmasidir. Lag
zamani, trombositler kollajen ile uyarildiktan sonra
trombositlerin sekil degistirerek 151k gecirgenligini
daha da azaltmalarindan sonra agregasyonun baslama-
sina kadar gecen siiredir. Lag zamani, kollajenle uyari-
lan trombositlerin aktivasyon yolagindaki farkliliktan
kaynaklanan klasik bir parametredir.>®'" Karistiricinim
heparin grubunda ortalama 3.6 sn (% 12) sitrat gru-
bunda ortalama 78.5 sn (% 65) lag zamani kisaltma-
st agiklanmasi zor bir gézlemdir. Sitrat grubunda stan-
dart agregasyon egrilerinin lag zamani1 zaten ¢ok uzun
oldugu i¢in (ort 121.2 sn) lag zamanindaki kisalma
cok daha dikkat ¢ekicidir. Kollajenin ortalama 21 sn
gibi bir siire trombositce zengin plazma iginde bekle-
mesi ve sonrasinda karistirilmasi, trombositleri daha
cabuk aktive etmektedir. Bu bekleme siireci, kollaje-
nin etkisini hizlandirmaktadir.

Heparin grubunda kollajenle, sitrat grubunda ADP ile
uyarilan agregasyon egrilerinde egimlerin yaklasik
sirastyla % 28 ve % 12 oranlarinda azalmasi, trombo-
sitlerin daha yavag aktive olduklari anlamma gelir.
Karistiricinin nasil bdyle bir etkiye sahip oldugu agik-
lanmasi gereken sorulardan biridir.

Trombosit aktivasyonu ve agregasyonu oldukca kar-
masik bir olaydir. Agregometrede trombositler her
hangi bir uyarici ajanla uyarildiktan sonra, ilk aktivas-
yon o uyarict ajanin etkisiyle baslar. Uyarici ajan
reseptoriine baglanir ve kendi yolag: tizerinden akti-
vasyonu baglatir. Trombosit bir kez aktive olduktan
sonra graniillerin salinmasi, hiicre i¢inde membran

fosfolipitlerinden vazoaktif ajanlarin sentezlenmesi ve
salinmasi, koagiilan faktorlerin aktive olmasi gibi
bir¢ok siire¢ olaya karigir. Trombosit bir kez aktive
olduktan sonra zincirleme bir olaylar dizisi baglar. Bu
acidan agregometrede elde edilen agregasyon egrileri
tiim bu siirece oldukca genel bir yaklagimdir."**"

Sonugc olarak; 500 pl plazmanin, yaklasik 12 mm siv1
stitunu yiiksekligine ulastigir bir tip iginde, dipteki
1/3’1ik kesim yerine iist yarisindan karistirilmasi agre-
gasyon egrilerinde hi¢ beklenmedik etkiler olusturdu
(Sekil 5). Standart optik agregometrede plazma Orne-
gini dipten karistiran ¢ubuk miknatis yerine, mekanik
karistirict bir sistemle iistten karistirilmasi, agregalarin
dibe ¢okmesini engelleyerek maksimum agregasyonun
daha diisiik olmasina, kollajen ile uyarilan agregasyo-
nun lag zamaninin kisalmasina ve epinefrin ile uyari-
lan agregasyon egrilerinin monofazik olarak gozlen-
melerine sebep oldu. ADP ve kollajen ile uyarilan
agregasyon egrilerinin egimleri azaldi. Trombositlerin
bir dizi kompleks zincirleme siirecini yansitan agre-
gasyon fonksiyonunun &l¢iimiinde klasik bir yontem
olan standart optik agregometrede yapilan bu basit
degisikligin beklenmedik sonuglari, gerek agregasyon
stireci, gerekse de optik agregometreler hakkinda
bilinenlere daha farkli bir gézle bakmay1 gerektirmek-
tedir.

11.5 mm

Standart agregasyon
8lgiimiinde 151k yolu

Karistirici ile agregasyon
slgtimiinde 151k yolu

7.5mm

Sekil 5:

Standart optik agregometre ve mekanik iistten karisti-
rictli sistemde trombositten zengin plazma érnegi
icinden gegen 151k yollari, karistrmanin gergeklestigi
verler ve olugan agregalarin sematik olarak gésterimi.
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