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Amag: Bu calismanin amaci agregometre yontemi yardimi ile, farkli molekiil agirliginda Hidroksietil Nisasta (HES) ve %0.,9 izotonik NaCl soliis-
yonlarinin trombosit agregasyon fonksiyonlari tizerindeki etkilerini aragtirmaktir.

Gerec ve Yontem: Saglikli 20 bireyden alinan tam kan ornegi ile, HES 130, HES 200, HES 450 ve %0,9 Izotonik soliisyonlar ile diliie edilerek
agregometre yontemi kullanilarak trombosit agregasyon fonksiyonlar: incelendi.

Bulgular: Calismamizda, agregasyon egim degerlerinin higbir diliisyon molekiiliinden etkilenmedigi saptanmistir. Bunun yani sira, yiiksek molekiil
agirhigindaki HES soliisyonunun maksimal agregasyon degerini yiikselterek hiperagregasyona neden oldugu bulunmustur.

10 M ADP (5-15 M) ile yapilan galiyjmada maksimal agregasyon degerleri arasinda higbir diliisyon grubu igin, kontrole gore anlaml fark saptanma-
mustir (p =0,225). Ristosetin ile indiiklenen agregasyonda HES 450 diliisyonunda digerlerine gore istatistiksel anlamli daha yiiksek maksimal agregas-
yon degeri saptand: (p =0,0063). Kolajen ile yapilan agregasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen maksimal agregasyon degerleri agisindan HES 450
gruplarmnin sonuglar1 kontrol grubuna gore farkli olarak bulunmustur (p =0,0137).

Sonug¢: Yiiksek molekiil agirlhigindaki HES’in invitro hiperagregasyon etkisi ¢alismalarda gosterilmemistir. Ancak onceki ¢alismalara dayanarak, bu
etkinin HES’in trombosit yiizeyini kaplamasi sonucunda, vWF ve fibrinojeni baglayarak, trombosit agregasyonunu arttirdigi kanisindayiz.

Anahtar Sozciikler: Hidroksietil Nisasta, Trombosit Agregasyonu, von Willebrand Faktorii.

ABSTRACT

In Vitro Effects of Hydroxyethyl Starch and 0.9% Isotonic NaCl Solutions with Different Molecular Weights on Platelet Aggregation
Objective: This study aimed to investigate the in vitro effects of hydroxyethyl starch (HES) solutions of different molecular weights and 0.9% isoto-
nic NaCl on platelet aggregation functions using aggregometry.

Material and Method: Whole blood samples were collected from 20 healthy individuals. Platelet aggregation was assessed via aggregometry fol-
lowing dilution with HES 130, HES 200, HES 450, and 0.9% isotonic NaCl solutions.

Results: The aggregation slope values were not affected by any of the dilution solutions. However, the high-molecular-weight HES solution (HES
450) induced hyperaggregation, as evidenced by an increase in the maximal aggregation value. In ADP-induced aggregation (10 uM), no significant
difference was observed in maximal aggregation values between the dilution groups and the control (p =0.225). In ristocetin-induced aggregation, the
HES 450 group exhibited a statistically significantly higher maximal aggregation value compared to other groups (p =0.0063). Similarly, in collagen-
induced aggregation, the maximal aggregation values for the HES 450 group were significantly different from those of the control group (p =0.0137).
Conclusion: The in vitro hyperaggregation effect of high-molecular-weight HES demonstrated in this study has not been widely reported previously.
Based on our findings and previous literature, we propose that this effect may be mediated by HES binding to von Willebrand factor (vVWF) and
fibrinogen after coating the platelet surface, thereby enhancing platelet aggregation.
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Lzotonik Nacl ve Ringer Laktat gibi kristaloitler hi-
perkoagiilasyona neden olurken, 6zellikle Hidroksietil
Nigasta (HES) gibi kolloidlerin pihtilasma zamanini
uzattig1 ve dolayisiyla operasyon geciren hastalarda
artmis kanama komplikasyonlarina neden olabilecegi
ileri stiriilmistiir.

HES’in pihtilagma tizerindeki etkileri, bir¢ok invitro ve
invivo ¢aligmada incelenmistir. Bu ¢aligmalarin sonu-
cunda, HES’in ozellikle yiiksek molekiil agirligindaki
(>200kd) soliisyonlari, plazma vWF’nii azaltarak, von
Willebrand hastaligina neden olduklart bildirilmistir.
Ayrica son donemde yapilan aragtirmalarda, platelet
function analyser (PFA) yontemi kullanarak, HES’in
trombosit fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi bildiril-
mistir. Saptanan anti-trombositik etkinin, trombosit
agregasyon inhibisyonu olabilecegi ileri stiriilmiistiir.
Yapilan tim c¢aligmalarda koagiilasyonu ve primer
hemostazi bir biitiin olarak inceleyen yontemler kulla-
nilmig olmasi nedeniyle, HES ‘in trombosit agregasyo-
nu iizerindeki etkisi bugiine dek, net bir gekilde tanim-
lanmamustir.

Kanama riski olan hastalarda, reperfiizyon amaciyla
kullanilan farkli soliisyonlarin, koagiilasyon iizerinde
farkli etkileri bildirilmistir. Preoperatif ve intraoperatif
donemde kullanilacak perflizyon sivisinin se¢imi ope-
rasyonun kanama komplikasyonlarini en aza indirmek
icin 6nemlidir. Su ana kadar, perioperatif donemde
kullanilan sivilara bagli majoér kanama komplikasyonu
bildirilmemis olmasina ragmen, kristaloitlerin ve 6zel-
likle de kolloidlerin, pihtilagma {izerindeki etkileri
gittikge daha fazla arastirilmaktadir.

Son yillarda, koagiilasyon iizerindeki etkileri en gok
aragtirllan HES soliisyonudur. HES, uygun maliyet,
farkli molekiiler agirlik ve farkli hidroksilasyon yiizde-
sinde soliisyonlar hazirlama olanagt sundugundan,
diger birgok kolloide gore daha sik kullanilmaktadir.
HES ile voliim yiiklemesi yapmadan etkin ve dolagim
acisindan giivenli bir sekilde plazma voliimii genisleti-
lebilir. Albiimin ve Jelatine gore daha sik kullanilmasi-
na ragmen, HES in pihtilasma zamanini uzattig1 bilin-
mektedir (1). Bu etkinin fizyopatolojisi incelendigin-
de, ozellikle yiiksek molekiiler agirligindaki HES so-
lisyonlarinin, FVIII:RCo, vWF:Ag ve vWF diizeyini
azaltarak tip 2b von Willebrand hastaligina benzer bir
tabloya sebep oldugu bulunmustur (2). Boyle bir etki
bildirilmis olmasina ragmen klinik olarak anlamli bu-
lunmamustir (3-5). Ancak bu asamadan sonra HES in
giivenilirligi tartisilmaya agik hale gelmistir ve pihti-
lagma iizerindeki etkisi ayrintilt bir sekilde bir¢cok ca-
ligmada irdelenmistir. Bu arastirmalarda HES in primer
hemostaz1 etkiledigi ve anti-trombosit etkisi oldugu
gOsterilmistir (6-9). Anti-trombosit etkinin hangi me-
kanizmayla olustugu halen tartigma konusudur.
Yukarida soz edilen calismalarda, koagiilasyonu ve
primer hemostazi, global olarak inceleyen yontemler
kullanilmistir.  Bu yontemlerle olasi artmis kanama
riskini Onceden tahmin etmek miimkiin goziikse de
hastalar iizerinde yapilan ¢alismalar bu 6ngoriiyli des-
teklememektedir. Bundan yola ¢ikarak HES in primer

Uzay ve ark.

hemostaz ve trombositler lizerindeki etkisini tiim ayrin-
tilariyla incelemeye devam etmek gerektigini séyleye-
biliriz. Giiniimiize dek yapilan aragtirmalar bir¢ok soru
yanitlanmis olmasina ragmen halen acgiklanmasi gere-
ken bazi noktalar vardir.

HES molekiiliiniin koagiilasyon {izerindeki bir¢cok
etkisi tanimlanmis olmasma ragmen trombositlerin
agregasyon fonksiyonlarinin ne sekilde etkilendigi
halen bilinmemektedir. HES” in GPIIb-Illa ekspresyo-
nu lizerindeki etkisini arastiran ¢aligmalar, agregasyon
acisindan ancak dolayl bilgi vermektedir. Giiniimiiz-
de, trombosit agregasyon bozukluklarin tanisinda kul-
lanilan altin standart niteligi tasiyan yontem, agrego-
metre yontemidir (10-12). Caligilmasi zahmetli ve
yorumlanmasi zor olan bu yontem belki de hakli bir
gerekce ile HES ile ilgili calismalarda su ana kadar
kullanilmamugtir.

Trombosit agregasyonu primer hemostazin en 6nemli
basamaklarindan biri olmasindan dolayi, HES’ in agre-
gasyon iizerindeki etkisini agregometre yontemi ile
aragtirmak ve sayisal veriler ile bu etkiyi agiklama
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Mevcut c¢alismada, ii¢ farkli molekiil agirliginda HES
soliisyonu ve Izotonik ile %20’lik hemodiliisyon sag-
landiktan sonra trombosit agregasyon fonksiyonlari,
farkli agregan ajanlar kullanarak, agregometre ile aras-
tirllmistir. Amaglardan birincisi trombosit agregasyo-
nundaki degisiklikleri kesin sonu¢ veren bir yontemle
aragtirmakt1. Ikinci amagc, farkli molekiil agirhigindaki
HES soliisyonlar1 arasinda, agregasyon tizerinde farkli
etkilerini incelemektir. Ugiincii amag ise, %0.,9 izoto-
nik NaCl ile diliie edilen kanlarin, trombosit agregas-
yon fonksiyonlarindaki olasi degisiklikleri incelemek-
tir.

GEREC VE YONTEM

Calisma, Ekim 2004 ile Ocak 2005 arasinda, Hema-
toloji-immiinoloji laboratuvari ve hastanemiz kan ban-
kasinda yiiriitiilmiigtiir. Tanimlayicl, in vitro ¢aligma
olarak tasarlanmistir. Arastirma i¢in hastanemiz etik
kurulundan onay almmustir.

Orneklerin Secilmesi

Aragtirmaya kan bankamizin saglikli kan donérii kriter-
lerine uyan 20 kisi alinmigtir. Caligmaya dahil edilme
kriterleri sunlardir: 18 ile 50 yas arasinda olmasi,
erkeklerin 60 kg fizerinde, kadinlarmm ise 50 kg
iizerinde olmasi, boyun 150 cm’den uzun olmasi, kan
verme Oncesinde Olgiilen tansiyon degerleri: Sistolik
110-145 mmHg, Diastolik 70- 90mmHg olmasi, hema-
tokrit degerinin % 38’den yiiksek olmasi, HBV, HCV,
HIV, VDRL testlerin negatif olmasi, bazal trombosit
sayisinin 120,000/ml den yiiksek olmasi, son bir hafta
icinde herhangi bir ila¢ kullanmamig olmasi, ailede
kanama diyatezi dykiisiiniin olmamasi.

Coklu siipheli cinsel iligki 0ykiisii olan, 6zge¢cmisinde
uyusturucu kullanimi olan, son iki hafta i¢inde solu-
num yolu hastaligi, dokiintiilii cilt hastaligi, konjonk-
tivit ve gastroenterit Oykiisii olanlar ve kendisinde veya
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birinci derece akrabasinda bag dokusu hastaligi olanlar,
gebeler, bilinen sistemik hastalig1 olanlar, son alti1 ay
icinde major cerrahi girisim gegiren ve son 3 ay icinde
kan vermis olanlar ¢caligmaya dahil edilmemistir.
Caligmaya, kan bankasina goniillii olarak kan bagisi
icin bagvuran kigiler katilmistir. Katilan 20 kigiden 15’1
erkek, 5’1 kadindir. Her katilimcrya, arastirmayi
ylriitenler tarafindan c¢alisma hakkinda sozli bilgi
verilmistir ve ardindan onay formu okutularak,
karsilikli olarak imzalanmustir.

Caligmaya katilan kisilerden, bilgi verildikten ve onay
formu imzalatildiktan sonra, kan sayimi, serolojik
testler ve kan grubu tespiti igin antekubital bolgeden
Vacutainer yontemi ile kan alinmistir. Dondr i¢in uy-
gunluk kriterleri tamamlandiktan sonra, katilimcilarin
tansiyonlar1 6l¢iilmiistiir, ardindan, diger koldan, yine
antekubital bdlgeden, kan torbasinin ignesi (22 Q)
aracilifl ile 70ml CPD igeren torbaya (Kansuk) kan
toplanmistir. Kan verme esnasinda torbalar otomatik
shaker i¢inde ajite edilmistir, torba belirlenen 450 ml
kan ile dolunca, shaker otomatik olarak durdurulmus
ve kan akimi kesilmistir.

Bu islemden sonra CPD’li torbanin igindeki kandan,
“sterile cutting device” aracilig1 ile baglanan baska bir
bos torbaya 110 ml kan aktarilmigtir. Buradaki kan
calismada kullanilmak {izere Hematoloji-immiinoloji
laboratuvarina  nakledilmistir. Kan  numuneleri
alindiktan en ge¢ 30 dk icinde galisma baglatilmistir.
Kalan 340ml dondr kani, komponentlerine ayrilmis ve
klinikte kullanilmak iizere kan bankamizda muhafaza-
ya almmustir.

Caligma igin ayrilan 110 ml kandan 4 adet 50cc olan
Falcon plastik tiipe 20 ml, 1 tiipe 25ml aktarilmustir.
Geri kalan 5ml kan atilmigtir. 20 ml kan ile dolu olan
tiiplere sirasiyla HES 130, HES 200, HES 450 ve %0,9
izotonik *ten 5’er mililitre eklenip, %20 oraninda dilii-
syon elde edilmistir. Yirmi bes ml kan ile dolu olan tiip
kontrol kani olarak ¢alisilmistir.

Diliisyon iglemi ve bazal kan sayim1 yapildiktan sonra,
farkli molekiil agirliklarindaki HES ve izotonik soliisy-
onu ile karigtirilan kanlar, 37° C deki etiivde 30 dakika
boyunca bekletildi. Bunun amaci, bir makromolekiil
olan HES’in trombosit reseptorleri ve fibrinojen ile
etkilesime girmesi i¢in zaman tanimaktir.

Bu arada kontrol kanindan, daha oOnce anlatilan
prosediir ile PRP ve PPP hazirlandi. Calismada
kullanilan ~ tiim  PRP’lerdeki  trombosit  sayisi
250,000/ml’ye en yakin degerde olacak sekilde ayar-
land1. Ote yandan hazirlanan tiim PPP’lerdeki trombos-
it say1st da 5000/ml den diistiktiir.

Kontrol kanindan hazirlanan her PPP’den 0,5ml kiivete
dolduruldu ve agregometrenin %100 151k gecirgenligi
temsil eden yuvasina kondu, ardindan PRP’den de iig
ayr1 kiivete ayr1 ayr1 0,5ml dolduruldu ve kiivetlerin
icine karigtirma ¢ubugu konduktan sonra 2 dakika
boyunca 37° C de 1sitildi. Bu islemin ardindan, PRP
kiivetlerinden biri agregometrenin %0 151k gegirgenligi
temsil eden yuvasma kondu. Agregometrenin egri
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¢izen cihazini calistirdiktan sonra, grafik baglangici
olan 0 ile 100 arasimi temsil eden y ekseni ¢izildi. Ar-
dindan 1 dakika boyunca bazal egri ¢izgisi ¢izdirildi.
Bu noktada PRP’ye agonist eklendi ve daha sonra da
agregasyon egrisi maksimal degere ulasincaya dek
agregasyon devam ettirildi.

Calismamizda, degisken sonuglar vermesinden dolayzi,
agonist olarak epinefrin kullanilmamustir. Kullanilan
agonistler: ADP, 5- 15M arasinda degisen konsantra-
syonlarda, Ristosetin 5-8 mg/ml dozunda ve 1-3 M
Kolajendir. Caligma boyunca agonistler, (-20) ° C de
Eppendorf tiipleri iginde muhafaza edilmistir. Caligma
esnasinda, kullandigimiz agonistler ¢dzdiirilmiistiir ve
soguk zincire dikkat ederek kullanilmistir, 6 saatten
daha fazla ¢Ozllmiis halde bulunan agonistler
kullanilmamustir.

Yukarida tarif edilen islemler diliie edilen kan 6rnekleri
icin ayr1 ayri1 olarak tekrarlanmig olup her bir drnek i¢in
ayr1 agregasyon egrileri elde edilmistir.

Agregasyon egrilerindeki parametreler, uluslararasi
kilavuzlar1  onerdigi  sekilde o6lgiildiikten sonra
kaydedilmistir.

HES saklama kosullar1; Hastane eczanesinin ruhsat ve
yonetmelige uygun olarak 25 °C altinda oda sicakligin-
da 1s1ktan koruyarak muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan arag ve gerecler

HES 130- Voluven®, HES 200-Haes sterile®, HES
450- Varihes®

Kan torbasi- Kansuk®, WAG® sterile cutting device,
Falcon® 50 cc olan tiipler, Coulter® hemogram cihazi,
Aggregometre cihazi

Agregometre cihazi; Helena AggRAM analyzer, 1530
Lindbergh Dr, Beaumont, Texas,77707, USA. Absorb-
ance range (absorbans aralig) 0.0-2.0 OD, Olgiim
dalga boyu 650 nm.

istatistiksel Yontemler

Istatiksel analizde, INSTAT bilgisayar yazilim pro-
grami yardimi ile elde edilen sonuglarin ortalamalari
arasindaki  karsilastrma  “Yinelenmis  Olgiimlerim
Ortalama Karsilastirma testi” ile yapilmistir. Elde
edilen Ol¢limlerin ortalamalar1 arasindaki farklar “Stu-
dent Newman Keuls Coklu karsilastirma testi” kulla-
narak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismanin sonucunda, kontrol kanlar ile birlikte, HES
130, HES 200, HES 450 ve izotonik diliisyonlarinin
ADP, Ristosetin ve Kolajen ile olusturulan maksimal
agregasyon degerleri ve agregasyon egimlerin degerleri
Ol¢lilmiistiir. Ortalama maksimal agregasyon degerleri
her agonist i¢in ayr1 ayr1 olarak diliisyon gruplari ve
kontrol grubu ile karsilagtirilmistir. Ayni islem ortala-
ma agregasyon egimi degerleri i¢in de yapilmistir
(Tablo 1).
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Tablo 1. Kotrol ve diliisyon soliisyonlarinin agregasyon yanmitlarinin ortalamalari.

Uzay ve ark.

ADP Kolajen Ristosetin
Kontrol Max deger 0.835+0.216 0.860 + 0.209 1.050 + 0.226
Kontrol Slope deger 741.250 + 235.818 (x1000) 781.250 +254.289 (x1000) 675.600 = 407.788 (x1000)
HES 130 Max deger 0.800 + 0.225 0.937 +0.209 1.107 £ 0.204
HES 130 Slope deger 698.500 + 208.580 (x1000) 896.250 + 283.572 (x1000) 622.750 + 282.463 (x1000)
HES 200 Max deger 0.800 + 0.225 0.970 +0.176 1.100 + 0.145
HES 200 Slope deger 738.000 £ 229.010 (x1000) 905.000 + 234.184 (x1000) 718.000 + 326.434 (x1000)
HES 400 Max deger 0.826 +0.253 0.973 +0.286 1.229+0.316
HES 400 Slope deger 737.500 + 295.860 (x1000) 847.250 + 305.745 (x1000) 705.600 + 274.568 (x1000)
Izotonik Max dege 0.768 + 0.202 0.899 +0.180 1.090 + 0.201
izotonik Slope deger 790.600 + 193.809 (x1000) 827.150 = 231.631 685.250 + 316.616 (x1000)

Ortalama 10 M ADP (5-15 M) agonisti ile yapilan
agregasyon calismasinda maksimal  agregasyon
degerleri arasindaki karsilagtirma sonucunda hicbir
diliisyon grubu i¢in digerlerine ve kontrole gore anlam-
I1 fark saptanmamustir. P degeri 0,2250 (p >0,05) olarak
hesaplanmis olup farklar istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Sekil 1). ADP ile yapilan agregasyon
calismasinda elde edilen degerler icinde sinirda
agregasyon yaniti degerleri olmasina ragmen, birbi-
rinden farkli molekiiller ile yapilan diliisyonun sonu-
cunda, ortalamalara bakilarak normal agregasyon
yanitinin elde edildigini sdylenebilir. Neticede, HES’in
farkli molekiiler agirligindaki formlar1 ve izotonik
soliisyonunun ADP  agregasyonunu etkilemedigi
saptanmuigtir.

ADP’nin agregasyon egimi degerleri karsilastirildigin-
da, HES 130, HES 200, HES 450 ve Izotonik arasinda
anlamli fark saptanmamistir p >0,05 (Sekil 1).
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Sekil 1. ADP icin MAXve Slope ortalama degerleri.

Bu molekiillerle yapilan diliisyonun agregasyon egimi-
ni de etkilemedigi bulunmustur.

Ristosetin ile yapilan agregasyon calismasi sonucunda
HES 450 diliisyonunda, diger gruplara ve kontrole
kiyasla maksimal agregasyon degerinde, fark bulun-
mustur. HES 450’nin HES 130, HES 200 ve izotonik
dilisyonlarmin ~ maksimal  agregasyon degerleri
karsilastirilinca p degeri <0,05 olarak hesaplanmig olup
anlamli olarak bulunmustur. HES 450’nin ristosetin
maksimal agregasyon degeri kontrol ile
karsilastirildiginda p degeri 0,0063 olarak Olgiilmiis
olup (p <0,01) bu anlamlilik istatiksel agidan daha da
belirgin hale gelmektedir. HES 450°nin disindaki gru-
plar arasinda anlamli fark bulunmamustir. Istatiksel
anlami olan farklar incelendiginde, HES 450°deki ris-
tosetine karsi olusan maksimal agregasyon yanitlari,
kontrol grubu basta olmak iizere, diger tiim gruplardaki
degerlere gore yiiksek bulunmustur. Bu durumda HES

450’de ristosetine kars1 bir “’hiperagregasyon’’ durumu
gozlenmistir (Sekil 2).

Ristosetin ¢aligmasinda Olgiilen agregasyon egim
degerleri arasinda yapilan karsilastirmada  fark
saptanmamugtir. Tim  gruplar arasinda yapilan
karsilagtirma sonucunda p degeri 0.5930 olarak
hesaplanmistir (p >0,05). Buna gore diliisyon gruplar
arasinda ve kontrol grubuna goére Ristosetin ile elde
edilen agregasyon egimi tizerinde, HES molekiillerinin
ve izotonik soliisyonunun etkisi bulunmamigtir (Sekil
2).

Sekil 2. KOLAJEN igin MAX ve Slope ortalama degerleri.

Kolajen ile yapilan agregasyon caligmasi sonucunda
elde edilen maksimal agregasyon degerleri agisindan,
HES 200 ve HES 450 gruplarinin sonuglari kontrol
grubuna gore farkli olarak bulunmustur. Olgiilen p
degeri 0,0137 (p <0,05) olup, istatiksel olarak anlaml
bulunmustur.  Diger gruplar arasinda  yapilan
karsilagtirmalarda istatiksel olarak anlamlh fark bulun-
mamustir (p >0,05). HES 200 ve HES 450 gruplarimin,
kontrol grubuna gore olan farki incelendiginde, bu
gruplardaki maksimal agregasyon degerleri daha
yiiksek bulunmugtur. Daha 6nce HES 450°deki Ris-
tosetin maksimal degerinde oldugu gibi, HES 200 ve
HES 450°nin  Kolajen maksimal agregasyon
degerlerinde de kontrole gore yiiksek agregasyon ce-
vabi1 gozlenmistir (Sekil 3).

Kolajen ile yapilan agregasyon calismasinda elde
edilen agregasyon egim degerleri karsilagtirildiginda,
gruplar arasinda anlamli fark bulunmamustir. Olgiilen p
degeri 0,0576 olup istatiksel anlamlilik tagimamaktadir
(p >0,05). Bu calismada, HES’in farkli formlar1 ve
izotonigin Kolajen agregasyonundaki egim {izerinde
etkisi bulunmamstir (Sekil 3).
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Sekil 3. RISTOSETIN i¢in MAX ve Slope ortalama degerleri.

Tim veriler degerlendirildiginde bu ¢aligmanin
sonuglari soyle 6zetlenebilir:

1.In vitro ortamda, HES veya izotonik ile diliie edilen
kanda, trombositlerin ADP’ye kars1 agregasyon yaniti
degismemektedir.

2. HES 450 ile diliie edilmis kandaki trombositlerin
Ristosetin yaniti, diger HES molekiillerine, izotonige
ve kontrole gore belirgin olarak fazladir. Daha az
carpici olmakla beraber, benzer bir sonu¢ HES 200 ve
HES 450’in Kolajen maksimal agregasyon yanitinda da
tespit edilmistir. Hiperagregasyon olarak tanimlana-
bilecek bu etki, daha 6nce tanimlanmadigindan, bu
asamada 6nemi bilinmemektedir.

3.Agregasyon egimleri bu c¢alismada kullanilmis olan
HES 130, HES 200, HES 450 ve izotonikten etkilen-
memistir.

TARTISMA

Bu c¢alismada trombositlerin ADP, ristosetin ve kola-
jene karsi agregasyon yanitlari incelenmistir. Yirmi
saglikli dondrden alinan kanlar ile her HES molekiilii
ve Izotonik i¢in ayr1 ayr1 diliisyon hazirlanmis olup, her
dilisyon grubu bu ii¢ agonist ile aktive edildikten sonra
agregasyon egrileri elde edilmigtir. Elde edilen
agregasyon egrilerinden maksimal agregasyon orani ve
agregasyon egrisinin egimi hesaplanmustir.

Ortalama 10 M ADP (5-15M) ile ¢aligilan agregasyon
sonucunda, maksimal agregasyon orani a¢isindan HES
130, HES 200, HES 450 ve 1zotonik NaCl diliisyonlar
ile kontrol kani arasinda yapilan karsilasgtirmalarda
anlamli fark bulunmamistir (p >0,05). Yine ADP
caligmasi sonucunda, tiim diliisyon gruplar1 ve kontrol
icin elde edilen agregasyon egimleri karsilastirildiginda
gruplar arsinda fark saptanmamustir. Bu bulgular neti-
cesinde, HES in farkli molekiilleri ve Izotonik NaCl
in ADP ile uyarilmis trombosit agregasyonunu etki-
lemedigi sdylenebilir.

ADP uyarim1 sonucunda intrasitoplazmik serbest kalsi-
yum miktar1 artar ve trombosit membraninin sekilsel
degisikligi baglar. Bizim ¢aligmamizin sonuglarina
dayanarak HES in, intrasitoplazmik kalsiyum miktar
iizerine etkisi olmadigr soylenebilir. Gamsjager ve
arkadaslarinin 2002 yilinda yaptig1 in vitro caligmada
(13) HES 450, HES 130, HES 70 ve izotonik ile %20
hemodiliisyon elde ettikten sonra isaretli kalsiyum
kullanarak flow sitometrik yontem ile intrasitoplazmik
kalsiyum miktarindaki degisiklikler incelenmistir. Bu
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¢alismanin sonucunda, dilie edilmemis ve farkli HES
soliisyonlart ile diliie edilmig kanlardaki trombositlerin,
intrasitoplazmik kalsiyum diizeyleri arasinda fark sap-
tanmamigtir. Gamsjager ve arkadaslarinin yaptigi ca-
lismanin sonuglari, calismamizin ADP agregasyonu ile
ilgili sonuglart ile paralellik gdstermektedir.

Ristosetin (0,5-0,8 mg/dl) ile yapilan agregasyon ¢a-
lismasinda, HES 450°nin, diger HES molekiillerine,
izotonik NaCl ve kontrol kanina goére anlamli olarak
daha yiiksek maksimal agregasyon degerine ulastigi
tespit edilmistir (p <0,01). Bu etki hiperagregasyon
olarak degerlendirilmistir ve yiiksek molekiil agirlikli
HES’in ristosetin ile hiperagregasyon olusturma yaniti,
bu sekilde, ilk defa tanimlanmaktadir.

HES in farkli molekiilleri ile yapilan calismalarda
koagiilasyon tizerinde baslica iki etki tanimlanmakta-
dir. Bunlar, vWF diizeyinin ve GP IIb-Illa ekspresyo-
nunun azalmasidir (14).

VWEF diizeyinin azalmasi, bu faktoriin HES varliginda,
trombositler tarafindan daha fazla tiiketilmesi sonucun-
da olabilecegi ileri siiriilmektedir ancak bu etki heniiz
gosterilmemistir.

HES 450°’nin yiiksek molekiiler agirliginda olmasi
nedeniyle negatif elektriksel yiikii de yiliksektir. HES
450 ile diliie edilen kanlarda trombosit iizerine yapisan
HES in olusturdugu yiiksek negatif elektriksel yiik
vWF a karg1 afiniteyi arttirabilecegi ve bu sekilde
trombositlerin vVWF i daha fazla ve hizla tiiketmesi
miimkiindiir. vVWF, hem trombosit adezyonunda hem
de agregasyonunda rol alan 6nemli bir liganddir. Sag-
likl1 trombositlerde, primer hemostaz, GP Ib-1X un
vWF’na baglanmasi ardindan, ger¢eklesen adezyon ile
baslar. ikinci asamada, fibrinojen ve vWF iinii bagla-
yan GP llb-1l1a devreye girer ve trombositler arasinda
baglar kurularak agregasyon asamasi baglar. Agregas-
yon ile trombosit graniillerinden sekresyon siireci de
devam eder. HES molekiiliiniin trombosit {izerine ya-
pistig1 ve fibrinojen gibi ligandlart baglayabildigi bi-
linmektedir. HES ile yapilan koagiilasyon c¢aligmala-
rinda, adezyon siireci tamamlanmadan, trombosit yii-
zeyindeki HES molekiilii fibrinojen ve biiytik olasilikla
vWF’ nii bagladigi, bunun sonucunda prematiir ve
yiiksek aktiviteli agregasyon basladigi distiniilebilir.
Bu erken agregasyon esnasinda, vWF iin trombosit
yiizeyindeki HES tarafindan hizla tiiketilmesi nedeniy-
le, adezyon siiresi ¢ok uzayabilir. TEG ile yapilan
calismalarda trombosit fonksiyonlarini yansitan, K
zamaninda uzama, HES in etkisi nedeniyle, primer
hemostazin uzadig1 gostermektedir ve ilk bakigta bizim
sonuglarla ¢elismektedir. Ancak primer hemostazin
uzamasi, agregasyon veya adezyon siireclerinin her biri
veya birlikte uzamasi sonucunda meydana gelir. HES
in vWF diizeyini diisiirerek adezyonu uzattigi ve bu
etkinin TEG grafigi iizerinde K zamaninin uzamasi
seklinde yansidigini diisiinmekteyiz. Normal sartlarda,
vWF’ iin eksik oldugu hastalarda ristosetine karsi ya-
nitsizlik olmast beklenirken bizim ¢alismamizda HES
450 ile agir1 yanit, diger HES molekiilleri ile ise normal
ristosetin yanitlar1 elde edilmistir. Von Willebrand
hastalarinda trombosit adezyonu ve agregasyonu bozuk
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oldugu bilinmektedir. Calismamizda agregasyon yani-
tinin bozulmamasi hatta artmasi, vVWF iin diizeyi diisiik
olmasina ragmen gercek anlamda von Willebrand has-
talig1 gelismedigi ileri siiriilebilir. Eger HES 450 vWF
afinitesini arttiriyorsa, hizli vVWF mobilizasyonu sonu-
cunda, adezyon siireci tamamlanmadan baglayan hizli
bir agregasyon siireci, adezyonun uzamasi ile sonugla-
nabilir bu da TEG de primer hemostazin uzamasini
aciklayabilir.

Son donemde HES in primer hemostaz iizerindeki
etkileri PFA kullanilarak incelenmistir. PFA yontemi,
ayni kanama zamani yontemi gibi trombositlerin tim
fonksiyonlarini es zamanli olarak inceler. Innerhoffer,
Ségermmiiller, Schaebert ve Franz’in son 4 yildaki
arastirmalarinda (6, 7, 9), HES in PFA analizlerinde
uzamaya neden oldugu tespit edilmistir. S6germiiller
ve arkadaglarimin yaptigi ¢alismada, GP IIb-11la eksp-
resyonun azaldigi, dolayist ile HES molekiiliiniin agre-
gasyonu olumsuz etkiledigi ve primer hemostazin bun-
dan dolayr uzadig: ileri siirtlmistir (7). HES in GP
[Ib-IlTa y1 azalttigi, Deusch ve Franz tarafindan da
tespit edilmesi sonucunda bu etkinin olusum mekaniz-
mas1 aragtirtlmigtir (8, 9). Yine Deusch ve arkadaglari-
nin 2003 yilinda yaptig1 ¢aligmada, flouresan boya ile
isaretlenmis HES 200 kullanarak HES molekiiliiniin
trombosit ylizeyine yapistig1 ve bu sekilde GP IIb-llla
‘nin {izerini kaplayarak ekspresyonunu azaldigi goste-
rilmigtir. Buna dayanarak, fibrinojen reseptorii olan GP
[1b-ITla min azalmasi sonucunda, agregasyon yanitinin
da azalmasi beklenir. Diger c¢alismalarda primer he-
mostazin uzadigl gosterilmis olmasina ragmen, bizim
calismamizda agregasyonun etkilenmedigi hatta HES
450 ile arttig1 gozlenmistir. Bu verilerin 1s18inda HES
in GP llb-IIIa ekspresyonunu azalttigi ancak agregas-
yonun etkilenmedigi sdylemek gerekir. Boyle bir etki-
nin miimkiin olmasi i¢in trombosit yiizeyinde, fibrino-
jeni baglayan, GP IIb-IIla’nin disinda baska bir mole-
kiil olmas1 gerekmektedir. Bunu HES in kendisi ile
aciklayabiliriz. HES molekiiliiniin fibrinojenin yiiksek
oranda bagladig1 ve neticesinde koagiilasyon esnasinda
fibrin olusumunu engelledigi bildirilmistir (1, 15-17).
Trombosit yiizeyine yapisan HES molekiiliine ve geri-
de kalan GP Ilb-IIIa ya yiiksek oranda fibrinojen bag-
lanmast sonucunda, GP IIb-Illa ekspresyonu diisiik
olmasimna ragmen agregasyonun normal bir sekilde
devam etmesi miimkiin géziikmektedir. Ayrica, bizim
hiperagregasyon saptadigimiz ajan ristosetin oldugun-
dan, ristosetine bagl trombosit agregasyonunda, risto-
setin-vWF-GP Ib iliskisi dnemlidir

HES 450 molekiiliiniin fibrinojeni ve vVWF’iinii bagla-
yarak erken ve hizli agregasyon baslattigini ileri siirer-
sek, bu etkinin neden diger agonistlerde de aym sekilde
gozlenmedigini de agiklamamiz gerekir.

Ristosetin agonisti trombositlerin vVWF’ne baglanmasi-
n1 potansiyalize eden bir molekiildiir. Calismamizda
kullanilan diger agonistlerin vWF’line baglanmasi
tizerinde bu kadar belirgin etkileri yoktur. Ristosetinin
vWF iizerindeki etkisinden yola ¢ikarak, von Willeb-
rand hastalifi ve Bernard-Soulier sendromu tanisi
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koymak icin, bu agonist ile agregasyon c¢aligmalari
yapilmaktadir.

HES 450 varliginda, vWF ve fibrinojen ligandlarinin
artmis baglanma hizina, ristosetin agonistinin bu reak-
siyonu gii¢lendiren etkisini eklersek, ristosetin agre-
gasyon egrilerinde gozlenen yiliksek maksimal yanitla-
rin nedenini aciklayabiliriz.

Ristosetin calismasinda Olciilen agregasyon egimleri
HES molekiilleri, izotonik NaCl ve kontrol kanda ben-
zer diizeyde oldugu ve aralarinda anlaml fark olmadigi
tespit edilmistir (p >0,05). Agregasyon egimi ortalama-
lar1 arasinda anlaml fark olmamasina ragmen, ristose-
tine karst belirgin hiperagregasyon cevabi gozlenen
kanlarda agregasyon egiminin de iki katmna ¢iktigt
gozlenmistir. Bunun sonucunda hiperagregasyonun,
sadece giiclii degil ayn1 zamanda hizli seyreden bir
siire¢ oldugu sdylenebilir. Agregasyon siirecinin hizli
seyretmesi agonistin giiciine ve GP IIb-1lla gibi fibri-
nojen baglayan molekiillerin yiiksek diizeyde ekspres-
yonuna baglidir. GP IIb-Illa ekspresyonunu azalttig
bilinen bir molekiilin agregasyon hizinin arttirmasi,
alternatif bir fibrinojen baglama mekanizmasi ile agik-
lanabilir. Ristosetin ¢alismasinda hiperagregasyon
cevabi olan kanlarin agregasyon egimlerindeki yiliksek-
lik, HES molekiillerinin fibrinojeni baglama 6zelliginin
agregasyon icin ne kadar 6nemli oldugu goéstermekte-
dir. PFA ve TEG ¢alismalarin sonucunda gozlenen anti
trombosit etkiyi, calismamizin sonuglarin1 géz oniinde
bulundurarak, adezyon zamaninda uzama olarak tarif
edebiliriz.

Kolajen (1-3M) ile yapilan agregasyon calismasinda,
HES 200 ve HES 450’nin maksimal agregasyon deger-
leri kontrol kanlarina gdre anlamli olarak daha yiiksek
diizeyde saptanmistir. (p <0,05). HES 130, HES 200,
HES 450 ve izotonik NaCl diliisyonlarmin maksimal
agregasyonlart arasinda anlamli fark saptanmamistir.
Kolajen ile elde edilen agregasyon egimleri arasinda
ise higbir diliisyon grubu i¢in kontrol kanina gore an-
lamli fark tespit edilmemistir (p >0,05).

Kolajen molekiilii, trombositlerin, adezyonunu, graniil
sekresyonunu ve agregasyonunu aktive eden gii¢lii bir
agonisttir. Ayn1 ADP de oldugu gibi, kolajen uyarimi
sonucunda hiicre i¢i kalsiyum miktari artar ve trombo-
sitler aktive olur. Trombositlerin kolajeni baglayan
esas proteinler GPVI ve GP Ia/lla olmasina ragmen,
trombositlerin kolajene normal bir sekilde baglanmasi
icin, VWF ile GP Ib arasinda saglikli bir etkilesim
olmasi gerekir. HES 450 gibi yiiksek molekiiler agir-
likl1 bir soliisyonun fibrinojen ve vVWF’nii baglayarak
yiiksek yanitli agregasyona sebep olabilecegini ifade
etmistik. Kolajen yanit: ristosetin yanit1 kadar olmasa
da vWF ne bagimli bir yanit oldugu bilinmektedir (11).
HES 450’nin yiiksek oranda ligand baglama &zelligi,
kolajen uyarimu ile birlikte, kolajen agregasyon yaniti-
n1 arttirabilir. Benzer etki, daha dnce yiliksek molekiiler
agirlikli HES 450 de ristosetin yanitinda gozlenmisti,
ancak HES 200 molekiiliinde mevcut degildi. HES 200
iin kolajen agregasyonunu kontrol kanina oranla daha
yiliksek diizeyde olmasi, ayn1t HES 450°deki gibi, li-
gand baglama 6zelligi ile agiklamak miimkiindiir. An-

199



Firat Tip Dergisi/Firat Med J 2025; 30(3): 194-201

cak, vVWF ne daha ¢ok bagimli olan ristosetin agregas-
yonunda boyle bir etkinin gézlenmemesi, diger yandan
vWF’ ne daha az bagimli olan kolajen agregasyonunda
kontrole gore yiiksek yanit olusturmasi diistindiiriicii-
diir. Hiperagregasyonun, sadece HES molekiiliiniin
artmis ligand baglama 6zelligine bagli oldugunu soy-
lersek, o zaman HES 200 {in ristosetin yanit1 da kola-
jende oldugu gibi, daha yiiksek olmasin1 beklerdik. Bu
asamada, HES molekiillerinin, yine molekiil agirlikla-
rina bagl olarak, kolajen agregasyonunda daha farkl
etkileri oldugu sdylemek gerekir. Bu etki, HES mole-
kiiliiniin direkt olarak kolajene baglanmas: ile agikla-
nabilir. Eger HES molekiiliiniin gergekten boyle bir
etkisi varsa, ristosetin agregasyonu etkilenmeyecegin-
den, ristosetin egrilerinde artma gozlenmeyecektir.
Ristosetin agregasyonu vWF ‘nii yiiksek oranda bagim-
I1 olmasi nedeniyle, agregasyon cevaplar1 sadece
vWF’niin baglanma Ozelliklerine gore degisecektir.
Halbuki kolajen agregasyonu belirli oranda vVWF’ ne
bagimli olmasi yani sira, trombositlerin kolajene adez-
yonuna da bagimhidir. Bu durumda trombositlerin
kolajene yapigmasini arttiran bir madde, kolajen agre-
gasyon cevabini da arttiracaktir. HES molekiillerinin
boyle bir etkiye sahip olduklari hakkinda bilinen bir
arastirma yoktur, ancak trombosit yiizeyine, fibrinoje-
ne, fibronektine ve vWF’ne baglanma yetenekleri
diistintiliirse, ayn1 sekilde kolajeni de baglayabilecekle-
ri de akla gelmektedir. Bu olasilig1 arastirmak igin
baska calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Kolajen calismasinda dikkati ¢eken baska bir sonug
daha vardir. HES 200, HES 450 ve Izotonik NaCl ‘iin
kolajen ile olusturulan agregasyonlar1 arasinda fark
saptanmamustir. Diger taraftan da Izotonigin hiperag-
regasyona neden olmadigi tespit edilmistir. Hiperagre-
gasyona neden olmadigi bilinen bir soliisyon ile hipe-
ragregasyon yapan baska bir soliisyon arasinda kolajen
agregasyonu agisindan fark saptanmamasi, bahsi gegen
hiperagregasyonun istatiksel olarak anlamlilik sayisini
ancak asan bir matematiksel sonu¢ olabilecegi akla
getirmektedir. Bu ¢eliskiyi yanitlamak i¢in daha fazla
denek sayisi ile, kolajen agregasyonunu arastiran bagka
caligmalarin yapilmasi gerektigi inancindayiz.

Mevcut ¢alismanin sonucunda, HES soliisyonunun
farkli molekiiler agirlhigindaki bilesiklerin trombosit
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agregasyonunu engellemedigi tespit edilmistir. Yiiksek
molekiiler agirligindaki HES 450’ nin, biiyiik olasilikla
vWF ve fibrinojeni baglayarak, ristosetin ¢alismasinda
hiperagregasyona neden oldugu bulunmustur. Kolajen
agregasyonu esnasinda HES 200 ve HES 450 deki
hiperagregasyon, HES’ in kolajeni de baglayabilecegi-
ni diistindiirmektedir.

Diger calismalarin sonucunda, primer hemostazi belir-
gin bir sekilde uzattigi gosterilen HES in trombosit
agregasyonunu etkilememesi, meydana gelen degisik-
liklerin, trombosit adezyonundaki yetersizligi ile agik-
lanabilir.

Calismamizda, agregasyon deneyinde kullandigimiz
Izotonik NaCl soliisyonunun, trombosit agregasyonu
iizerinde etkisinin olmadigi gozlenmistir. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda, kristaloitlerle olusturulan hemo-
diliisyonun hiperkoagiilasyona neden oldugu bildiril-
mistir. Bu caligmalarin sonucunda hiperkoagiilasyo-
nun, trombin-antitrombin III oraninin bozulmasi nede-
niyle gergeklestigi ileri siiriilmiistiir. izotonik NaCl ‘{in
trombosit agregasyonunu etkilememesi, VWF ve fibri-
nojen gibi molekiillerin iizerinde etkisi olmadig1 ve bu
nedenle primer hemostazi etkilemedigi diistiniilebilir.
Bu nedenle olusan hiperkoagiilasyon, primer hemos-
tazdan bagimsiz bir etki olabilecegi ileri siiriilebilir.

In vitro bir ¢aligma olmasi nedeniyle klinik etkileri
ongormek dogru olmayacaktir. Ancak trombosit adez-
yonunu bozan, yiiksek oranda fibrinojen, vVWF ve belki
de kolajen baglayan HES’ in, operasyon gegciren hasta-
larin kanama riskinin arttiracagi ve yara iyilesmesinin
uzatacagi diisiiniilebilir.

Calismamizda saptanan hiperagregasyon, hiperkoagii-
lasyon degildir ve artmis tromboz egilimi olarak deger-
lendirilmemelidir. Tarif edilen hiperagregasyon, aslin-
da atipik bir agregasyon yaniti oldugunu ve trombosit
adezyonunu olumsuz etkiledigini diigiinmekteyiz.
Bilimdeki gelismelere ragmen trombosit fonksiyonlari
hakkindaki bilgiler hala tam degildir. Trombositlerin
degisen ortam sartlarina ne sekilde uyum sagladigt ve
fonksiyonlariin ne diizeyde etkilendigi bir¢ok calisma
ile aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Mevcut g¢aligmanin
klinik yani olmasi yani sira belki de en 6nemli tarafi
trombosit fizyolojisi hakkinda yaptig1 katkidir.
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