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ARASTIRMA

Saghkl genc-eriskin erkeklerde trombosit
fonksiyonlarinin ve epinefrine cevapsizligin incelenmesi
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Ozet

Trombositlerin agregometrede epinef-
rine kars1 cevapsizlik gostermeleri ve
ADP'ye karsi da azalmis yanmt vermeleri
farkli topluluklarda yapilmis calismalarda
%16-40 sikliginda bulunmustur. Bu calis-
mada saglikli genc-eriskin erkeklerde
trombosit fonksiyonlarinin incelenmesi
ve epinefrine cevapsizligin sikliginin
arastirilmas1 amaclandi. Ondokuz-42 yas
arasi, saglikli 52 erkek gonulli deger-
lendirildi. Denekler optik agregometrede
100 pM epinefrine kars1 gosterdikleri
maksimum agregasyon cevaplarina gore
cevapsiz, yar cevapli ve normal olarak
Uc gruba ayrildi. Yiizde 7.7 oraninda
cevapsiz, %5.8 oraninda yar1 cevapli
bulundu. Epinefrine karsi agregasyon
cevabinin bozulmasimn hem ADP hem de
kollajene kars1 agregasyonu azalttigi,
arasidonik asid ve trombin agregasyonlari
ile ATP sekresyonunu etkilemedigi
gozlendi. Sonucta her 3-6 kisiden birinde
epinefrine cevabin bozuk olabilecegi, bu
bozuklugun diger uyarici ajanlar da etki-
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leyebilecegi, kanama yatkinliginin
gozlenmemesi ve aspirin kullanimiyla
benzesmesinden yola cikarak tromboza
kars1 dogal bir koruma olabilecegi diisii-
nuldi.

Anahtar kelimeler: Agregometre, epinef-
rin, trombosit

Summary

Evaluation of platelet function and lack
of response to epinephrine in healthy
young-adult men

The rate of a decreased response to ADP
and a lack of response to epinephrine by
platelets on the optical aggregometer is
reported to be between 16% to 40% in
studies on various populations. We aimed
to evaluate the platelet functions and to
determine the rate of lack of response to
epinephrine in healthy young-adult men.
A total of 52 healthy volunteers aged
between 19 to 42 were evaluated. The
subjects were classified into three groups
as nonresponder, semiresponder and nor-
mal according to their response to 100 pM
epinephrine on the optical aggregometer.
The nonresponder rate was 7.7%, and the
semiresponder rate was 5.8%. A dec-
reased response to epinephrine was asso-
ciated with both decreased maximum
aggregation of ADP and collagen, and did
not affect the aggregation of arachidonic
asid and thrombin, and ATP release. In
conclusion, impaired response to epi-
nephrine may be seen in one in every 3-6
persons, and this impaired response may
also affect the other stimulating agents.
These properties may be protective
against thrombosis since there is no
bleeding tendency and have similarity to
aspirin usage.

Key words: Aggregometer, epinephrine,
platelet

Giris

Trombositler hemostazda ve
trombozda olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Trombositlerin vaskiiler
hasar bolgesine toplanmasinda endo-
telin hasarlanmasi ile ortaya ¢ikan
subendotelyal doku, von Willebrand
faktor (vWF) ve trombosit yiizeyin-
deki glikoprotein  (GP) Ib-IX-V
reseptorleri  temel rol  oynar.
Trombositler kollajen (Col), ADP,
epinefrin (Epi), trombin (Tro), trom-
boksan A, (TxA,), trombosit aktive
edici faktor (PAF), serotonin gibi
uyarici ajanlarin etkisiyle sekil degis-
tirir, granil iceriklerini ve sentez-
ledikleri TxA, ile PAF gibi maddeleri
sekrete eder ve agregat olusturur.
Trombosit agregasyonu hiicre mem-
branindaki fibrinojen reseptorlerinin
(GP IIb/IIa) aktivasyonuyla gergek-
lesen fibrinojen-bagiml bir intersel-
liller adezyondur (1,2).

Uyarict  ajanlarin  trombositler
iizerindeki reseptorleri, cogunlukla G
protein baglantili reseptor ailesin-
dendir. Reseptorlerin 6zgiilliigiine
bagli olarak G proteinlerin farklr alt
tipleri uyarilir. Gq proteinin uyaril-
mas1 ile birlikte
(PLC)'nin aktive olmasi, birbirinden
bagimsiz ama birbiriyle sinerjik etki-
lesen farkli iki yolagi aktive eder.

tosfolipaz C



Ca** bagimli ve protein kinaz C
(PKC) bagimli bu yolaklar fibrinojen
reseptor
uyaranlaridir (3). Gi proteinin adeni-
lat siklazi (AC) inhibe etmesi ve
trombosit i¢i azalan cAMP seviyeleri

aktivasyonunun  temel

tek bagina fibrinojen reseptor akti-
vasyonuna yetememekle birlikte,
Cat+ ve PKC bagiml vyolaklar
potansiyalize eder (4,5). Trombosit-
lerin tam olarak aktive olabilmeleri
icin Gi ve Gq proteinlerin birlikte
uyarilmalar1 gerekir (6-9).

Epi, trombosit agregasyonunu
indiikleyen zayif uyarict ajanlardan
biridir. Ayni zamanda diger uyarici
ajanlarin agregan etkilerini potan-
ettigi  de
Primer agregasyonu takiben gerg¢ek-

siyalize gOsterilmistir.
lesen sekresyona bagimli sekonder
agregasyon, Epi'nin optik agregomet-
redeki tipik bifazik agregasyon egrisi-
ni verir (1,10). Epi trombosit yiize-
yindeki 0,p adrenerjik reseptorleri
tizerinden Gi proteinin aktif alt biri-
mi olan Gi z proteini aktive eder ve
AC inhibe olur. cAMP'nin azalmasi
trombosit aktivasyonu i¢in yeterli
olmasa bile diger uyarici ajanlarin
diisiik konsantrasyonlarda agregasyon
olugturmalarint saglar. Epi'nin ACh
inhibe etmesinin yani sira tam olarak
bilinmeyen  yolaklar  izerinden
PLC'yi aktive ettigi, TxA, sentezini
artirdigt ve grantil sekresyonuna
neden oldugu da
(4,11,12).
Trombosit agregasyonunun de-

gOsterilmistir

gerlendirildigi agregometrede Epi'ye
karg1 trombositlerin agregasyon olug-
turmamalart "Epinefrin cevapsizlig"
olarak bilinir. Myeloproliferatif hasta-
liklarin bir bulgusu olabilecegi gibi
(13-16), saglikli insanlarda yapilan
trombosit agregasyon ¢aligmalarinda
%16-40 gibi yiiksck oranlarda gézle-
nen Epi cevapsizhiginin AC/cAMP
yolagindan bagimsiz, hiicre igi akti-
mekanizmalarindaki  bir
bozukluktan kaynaklanabilecegi ileri

vasyon

stirtilmiistiir. Epi'ye cevapsiz olanlar-
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da ADP'ye karst da agregasyon
yanitinin azaldigi, Col'e karsi olan
agregasyonun lag zamanmin da
uzadig saptanmustir. Epi cevapsizlig
olanlarda kanama hikayesi veya kana-
yatkinlik  bildirilmemistir.

trombositler

maya
Aspirin
tizerindeki etkisinin Epi cevapsizligi

tedavisinin

ile benzestigini gosteren galismalar da
vardir (17-22).

Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz;
herhangi bir kanamali durum veya
hastaligi bulunmayan, saglikli, genc-
erigkin erkeklerde optik agregometre
ile trombosit fonksiyonlarini deger-
lendirmek, Epi cevapsizliginin sik-
ligin1 saptamak ve Epi cevapsizliginin
diger uyarici ajanlarin agregasyonu ve
yogun graniil sekresyonu ile iligkisini
degerlendirmektir.

Gerecg ve Yontem

Denekler ve kan orneklerinin toplan-
mast: Caligma 19-42 yag arasi, saglikl
ve goniillii 52 erkek denck tizerinde
yapildi. Denceklerin timii GATA
dgretim tiye ve yardimcilari ile 6gren-
cileri olup, calismamiz "Giilhane
Askeri Tip Akademisi Komutanlig:
Tla¢ Arastirmalar1 Yerel Etik Kurulu"
protokollerine uygun olarak yiirii-
tiildii. Deneklerin kisisel ve aile hiki-
yelerinde herhangi bir kanamali
durum veya hastalik olmamasina,
sigara i¢gmemelerine, son 10 giin
icinde trombositleri etkiledigi bilinen
herhangi bir ilag ve alkol almamus
olmalarina dikkat edildi.

Bilgilendirildikten sonra goniilli
olarak c¢alismaya katilan deneklerin
kan 6rnekleri sabah 08.00-08.30 aras:
acken, iist kola hafif venoz staz uygu-
lanarak antekiibital venden alindi.
Sodyum sitratli (0.129 M) tiibe alinan
15 ml kan 6rnegi agregometre calig-
malarinda, EDTA'l1 tiibe alinan 5 ml
kan 6rnegi hemogram tayininde kul-
lanild1.

Optik agregometre: Optik agre-
gometreler modifiye edilmig spektro-
fotometrik aletlerdir. Trombositten

zengin plazmanin belirli bir hizda
karigtirihirken uyarict ajanin eklenip
trombositlerin agregatlar olugturmasi
ile 151k gegirgenligindeki degisikligin
Olciilmesi  prensibi ile  ¢aligir
(1,10,23).

Sodyum sitratl tiiplere alinan kan
ornekleri 150 G'de 10 dk santrifiij
edilerek trombositten zengin plazma
(PRP: Platelet Rich Plazma), 2000
G'de 15 dk daha santriftij edilerek
trombositten fakir plazma (PPP:
Platelet Poor Plazma) elde edildi.
PRP'nin trombosit icerigi Cell-Dyn
4000 (Abbot) hemogram cihazinda
degerlendirildi. PRP'nin trombosit
sayisinin 250.000-350.000/ul olmasi-
na dikkat edildi. >350.000/ul degerler
otolog PPP ile seyreltildi. PRP ve
PPP, agregometrenin kiivetlerinde 37
°C'de inkiibe edildi.

Agregasyon testleri Chrono-Log
(Chrono-log Corporation)
gometre cihazinda yapildi. Uyaricl
ajanlar olarak Epi, ADP, Col, aragi-
donik asid (AA), Tro ve graniil
sekresyonunu degerlendirmek igin
ATP Standart ve Chrono-Lume
(Chrono-Log Corporation) kullanil-
di. Test son konsantrasyonlar1 Epi
100 uM, ADP 10 uM, Col 6 g/ml,
AA 1 uM, Tro 1 U/ml olarak ayar-
land1. Standart ATP dizeyimiz 2
nmol'di ve Col ile uyarilan agregas-
yon sirasindaki sekresyon degerlen-
dirildi. Uyaricr ajanlarla baglatilan ag-
regasyon siireci 10 dk takip edildi.

Deney sonuglart % maksimum agre-

agre-

gasyon olarak ifade edildi. Agregas-
yon testleri kan 6rneklerinin toplan-
masindan sonra en geg bir saat iginde
galisilmaya bagland1 ve tig¢ saat iginde
tamamlandi.

Elliiki denegin 40'inda Epi'ye karst
agregasyon cevabr iki kez alindi.
Ozellikle Epi'ye cevabi bozuk olanlar-
da Epi ile uyarilan agregasyon 3 kez
tekrarland1 ve {iciincii deneme 400
M Epi son konsantrasyonuyla yapild.

Tam kan sayimu Cell-Dyn 4000
(Abbot) hemogram cihazinda yapild.
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Istatistiksel analiz: Tiim sonuglar
ortalama=*standart sapma ve mini-
mum-maksimum degerler olarak
gosterildi. Ortalama trombosit hac-
minin santrifiij dncesi ve sonrasi ara-
sindaki fark Wilcoxon Sira Toplam-
lar testi ile degerlendirildi. p dege-
rinin 0.05'ten kiicitk olmast istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Yas ortalamasi 22.3+5.1 (19-42)
yil olan 52 géniilliintin hemogram
sonuglart1 normal smirlar iginde
bulundu (Tablo I). Hemogramdaki
ortalama trombosit hacminin (Mean
Platelet Volume, MPV) [7.73%=1.14
(5.7-10.3) fl] PRP'deki MPV'ye gore
[7.30%£1.03 (5.0-9.8) fl] anlaml
olarak vyitksek oldugu gozlendi
(p<0.001). Elliki denegin 46'sinda
(%88.5) santriftijden sonra trombosit
hacminin azaldig, digerlerinde arttig
bulundu.

Tablo I. Hemogram sonuglari

Plt (x10*/1) 215.08£44.87 (133-322)

MPV (fl) 7.73%1.14 (5.7-10.3)
WBC (x107l)  6.26%+1.57 (3.62-11.40)
RBC (x107)  4.99+0.37 (4.16-6.39)
Hb (gr/dl) 14.25+0.74 (13.0-17.0)
Hct (%) 42.90+2.33 (38.7-50.0)

Plt: Platelet; MPV: Mean platelet volume;
WBC: White blood cell; RBC: Red blood
cell; Hgb: Hemoglobin; Het: Hematokrit

Denekler optik agregometrede
Epi'ye karst gosterdikleri % maksi-
mum agregasyon cevaplarma gore 3
gruba ayrildi.

1- Maksimum agregasyon cevabi
%?20'nin altinda olanlar (Cevapsiz,
C).

2- Maksimum agregasyon cevabi
%20-60 arasi olanlar (Yar1 cevapli,
Yc).

3- Maksimum agregasyon cevabi
%60'1n tistiinde olanlar (Normal, N).

Epi'ye aragtiritlan = 52
denegin 4'tinde (%7.7) Epi cevapsiz-
lig1 saptanirken, 3 denekte (%5.8) Epi
yart cevabr bulundu. Epi cevapsiz,

cevabi

yart cevapli ve normal gruplarda
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trombositlerin ADP, Col, AA ve
Tro'e karst verdikleri % maksimum
agregasyon cevaplar1 ve Col agregas-
yonunda gerceklesen ATP sekresyo-
nu Tablo II'de verildi.

olduklart Epi cevapsizhiginin sikligina
ve sebebine iligkin ¢aligmalarda 100
uM Epi'ye 6 dk izlenen agregasyon
stirecinde minimum agregasyon verip
sekonder agregasyon vermeyenlerin

Tablo II Saglikli genc-erigkin erkeklerde agregometre ile elde edilen Epi'ye karg1 farkli % mak-
simum agregasyon cevaplarinin, diger uyarici ajanlarin agregasyonu ve sekresyon ile iligkisi

Epi Cevabi

Yc (n=3) C (n=4)

N (n=45)
Epi (100 uM) 78.93+12.98 (60-108)
ADP (10 uM) 79.78+10.81 (60-102)
Col (6 pg/ml) 76.2412.90 (50-101)
AA (1 uM) 78.31£9.29 (58-96)

Tro (1 U/ml)
ATP Skr (nmol)

Tam
2.46+1.51 (0.41-8.00)

46.00+7.21 (40-54)
66.67+4.93 (61-70)
63.00=4.58 (58-67)
66.00+5.66 (62-70)
Tam
1.48+0.57 (0.82-1.88)

10.00£6.63 (3-19)
60.75+10.37 (46-70)
61.50=4.51 (55-65)
81.00%9.90 (74-88)
Tam
3.58+3.34 (1.48-8.57)

N: Normal; Ye: Yari cevaply; C: Cevapsiz; Epi: Epinefrin; Col: Kollajen; AA: Aragidonik asit;

Tro: Trombin; Skr: Sekresyon

Elde edilen verilere gore; Epi'ye
karg1 agregasyon cevabinin bozul-
masinin hem ADP hem de Col'e karst
agregasyonu azalttigi, AA ve Tro
agregasyonlar1 ile sekresyonu etkile-
medigi gozlendi, ancak bazi gruplar-
daki 6rnek biyikliagi yeterli olma-
dig1 igin istatistiksel olarak kargilag-
tirtlamadi.

Tartigma
Ozgegmisi veya aile hikiyesinde
herhangi bir kanama yatkinlig

bulunmayan, saglkli kisilerin trom-
bositlerinden Epi'ye karst alinan
cevaplarin oldukga genis bir aralikta
yayilmasi (%3-108), éncelikle Epi'nin
hemostazdaki yeri hakkinda soru
isaretleri uyandirmaktadir. Epi'ye
cevapsizlarda kanamanin gézlen-
memesi, trombositlerdeki bu defekt-
in  kanamanin durdurulmasinda
temel
diistindiirmektedir.

Epi cevapsizligr ile ilgili yapilmug

yollardan biri olmadigini

biiyiik 6lgekli caligmalardan Jong
Weon Choi'nin ¢alismasinda 457
denegin 97'sinde (%21.2) Epi cevap-
sizlig1, 44'tinde (%9.6) Epi yar1 cevabi
bulunmustur (18). Bizim ¢aligmamiz
ile smiflandirmasi benzer olan bu
calismanin Epi son konsantrasyonu
300 uM'dir. Kendisi de Epi cevapsiz
olan Kambayashi ve ark.nin yapmig

oranini %16 (23/140) ve %16.7 (4/24)
olarak bulmuglardir (17,21). Theodo-
ropoulos ve ark.nin ¢aligmasinda 100
uM Epi'ye 5 dk iginde %40'm altinda
agregasyon cevabr verenler %40
(12/30) olarak bulunmustur (19).
Yine Uzakdogu'dan Pyo ve ark. 10
uM Epi'ye 10 dk i¢inde minimum
agregasyon verip sckonder agregas-
yon vermeyenlerin oranimi %20
(7/35) olarak bulmusglardir (20). Biz
daha 6nce Marmara Bolgesinde yap-
tigimiz calismada 300 uM Epi son
konsantrasyonuyla %14.7 (10/68) Epi
cevapsiz, %16.2 (11/68) Epi yan
cevaplt bulmustuk (22). Farkli kon-
santrasyonlar (10-300 uM), farkli
stireler (5-10 dk) ve farkli tanmimlar
kullanilmasina ragmen konsantras-
yon ve siireden bagimsiz olarak yal-
nizca primer agregasyonun olugmast
ve sekonder agregasyonun gozlen-
memesi
olarak tanimlanabilir. Cevapsizligin
yag ve cinsiyet ile iligkili olmadig ve
Epi son konsantrasyonunun 2400
uM'a kadar cikarilmasimin bile etkili
olmadig: gosterilmigtir (17,18,22). Bu

"Epinefrin  cevapsizlig1”

galismamizda Epi'ye cevabi bozuk
olanlarin toplami %13.5 (%7.7 cevap-
s1z, %5.8 yart cevapli) olarak bulun-
mugtur ve su ana kadar yapilan galig-
malarin i¢inde en diigitk sikliktadir.
Saglikli geng-erigkin erkeklerde Epi

Sagdilek ve ark.



cevapsizhigr sikliginin daha disiik
olmast, tanimlanan saglik dlgiitlerinin
diginda farkli bir takim paramet-
relerin Epi'ye cevabi etkiledigini akla
getirmektedir.

Epi'ye cevapsizlik gosterenlerde
ADP'ye karst da maksimum agregas-
yonun azalmasi diger ¢aligmalarin da
ortak yamdir (18,21,22). Trombosit-
lerin membraninda g farkli tip ADP
reseptorii bulunmaktadir. P2y resep-
torleri iyonotropik reseptorler olup
Ca** kanallant ile baglantilidir. P2y
reseptorleri metabotropik reseptorler
olup G protein baglantili reseptor-
lerdir. Bunlardan P2y, reseptorleri
Gq tizerinden PLCyi aktive etmekte,
P2y, reseptorleri ise Giy,, tizerinden
AC'1' inhibe etmektedir (24-26).
Epi'ye cevapsiz olanlarda P2y, ve P2y,
reseptorleri bloke edilince ADP'ye
karst da cevap alinmadigimi Kam-
bayashi ve ark. gostermiglerdir. Daha-
s1 Epi cevapsiz ve cevaplilar arasinda
trombosit i¢i azalan cAMP seviyeleri
arasinda da fark bulunamamistir.
Sonugta Epi cevapsizligi reseptorle
veya AC-cAMP ile iliskili degildir
(17,21). Ya cAMP sonrasindaki yolak
tizerinden, ya reseptorlerin alt birim-
lerindeki bir bozukluktan, ya da Gza
Gi2a'nin AC digindaki farkli bir akti-
vasyon yolagindaki bozukluktan kay-
naklanabilecegi tizerinde durulmak-
tadir (Sekil 1).

Epi cevapsizlarda Col'tin lag
zamaninin uzadig fakat maksimum
agregasyonun ctkilenmedigi daha
onceki galigmalarda gosterilmigtir
(18,22). Calismamizda Epi cevapsiz-
larda Col'e karst maksimum agregas-
yonun azaldigi bulundu. Diger ¢alig-
malara gore (10 ug/ml) bizim galis-
mamizda kullandigimiz (6 pg/ml)
Col son konsantrasyonunun daha
diisitk olmas1 bu sonugta etkili ola-
bilir. AA ve Tro agregasyonlari ile Epi
cevapsizhiginin iligkili olmadigi daha
onceki calismalarda da gosterilmistir
(17,27). Kambayashi ve ark.nin ¢alig-
malarinda Epi ile ATP sekresyo-
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Sekil 1. Trombositlerdeki Epi 0i2A adrenerjik
reseptorleri Gz {izerinden AC'1 inhibe eder ve
azalan cAMP ile aktivasyon gergeklesir. P2Y12
ADP reseptorleri de Gi2 iizerinden ayni yolla
trombositleri aktive eder. Epi cevapsizliginda
ya cAMP sonrasindaki yolakta, ya reseptorlerin
alt birimlerinde, ya da Gz/Gi2'nin bilinmeyen
farkli bir yolagi iizerinde bozukluk oldugu
dastintilmektedir (Siyah oklar aktivasyonu,
kesikli oklar inhibisyonu, gri oklar heniiz bilin-
meyen yolaklar1 ifade etmektedir)

nunun Epi cevapsizlarda gozlen-
medigi gosterilmistir (27). Epi'e karsi
zaten sckonder agregasyon olug-
madig igin sekresyon gozlenmemek-
tedir. Biz ¢alisgmamizda Col ile
uyarilan agregasyonda ATP sekres-
yonunu degerlendirdik ve Epi cevap-
sizlarla cevaplilar arasinda bir fark
olmadigim1 gozlemledik. Col'e karsi
agregasyonun azalmig olmasindan
dolay1 sckresyonun da azalmig
olmasini bekleyebilirdik fakat, sekres-
yon sirecinin Ozellikle hiicre igi
Ca*+ ile iligkili olmasi bu diisiinceyi
curiitmektedir (1,2,10). Bu durum
Epi'nin sekonder agregasyonunun
sckresyon ile iligkili oldugunu destek-
ledigi gibi, Epi cevapsizlarda genel
sekresyon mekanizmalarinda  bir
bozukluk olmadigini ortaya koymak-
tadir.

AA uyarict ajan olarak PRP'ye
TXA2|ye
trombositi aktive eder (1,10). Epi'nin
agregasyonunun  olug-
masinda TxA2, sentezinin, graniil
seckresyonunun veya sekonder PLC
aktivasyonunun (belki TxA, iizerin-
den) rolii olabilecegi diigtiniildiigiine

eklendiginde doniigerek

sekonder

(1,11) ve Epi cevapsizlarda AA agre-
gasyonunun ctkilenmedigi gosteril-
digine gore, Epi cevapsizliginda hiicre
ici olast bozuklugun AA'dan TxA,

sentezi ve sonrasindaki yolaklar ile
iligkili olmadig1 aciktir.

Sonug olarak, %8-40 gibi oldukca
genig bir aralikta gozlenebilen Epi
cevapsizliginin, reseptdr veya ikincil
haberci sonrasi bir yolagin dogumsal
bozuklugu oldugu diisiintilmektedir.
Epi cevapsizlarda kanama yatkin-
liginin gézlenmemesi Epi'nin hemos-
tazdaki yeri hakkinda soru igaretleri
uyandirdigr gibi, tromboza karsi
dogal bir koruma olabilecegini de
diisiindtirmektedir. Ayrica 2A adren-
erjik reseptorler ve Gz proteinleri
trombositlerin yani sira beynin bazi
bolgelerinde de  bulunmaktadir
(12,28). Trombositlerdeki bu defek-

tin noronlarda da arastirilmasi

norolojik hastaliklara veya davranig
bozukluluklarina yeni bir bakis acis1
getirebilir.
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Agregometre  deneylerinde  bize
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