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1. OZET

SICAN BEYNINDEN VE AKCIiGERINDEN iZOLE EDILEN DOKU
FAKTORUNUN K VITAMINI INHIBITORLERI ILE ILISKISININ
INCELENMESI

Ekstrensek pihtilagsma sisteminde bazi proteinlere postranslasyonel modifikasyonla
karboksil grubu baglanir. Bu reaksiyon i¢in K vitamini gereklidir. Ciinki
karboksilazlarin koenzimi, K vitaminidir. 1990’1l yillarin basindan beri bilinen bu
mekanizma tromboza bagli MI, serebrovaskuler, periferal damar hastaligi olan
kisilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tedavinin amaci K vitaminini baskilayarak
piht1 olusumunu, kanamaya sebebiyet vermeden engellemektir. Protrombin zamani
testi (PTZ), koagulasyon kaskadinda ekstrensek yolun gostergesi kabul edilir. Oral
antikoagulan kullanan hastalarin kullandiklart ilacin dozlarmin tespitinde siklikla
kullanilan bir biyokimyasal analizdir. Bu calismada; sican akcigeri ve beyninden
izole ettigimiz doku faktorii ile PTZ yapip hastalarin sonuglari ile uyumlulugunu
incelemeyi ve alternatif gelistirmeyi amagladik. Istanbul Medipol Universitesi Mega
Hastanesi Biyokimya laboratuvarina PTZ 6l¢timii i¢in gelen 27 olgu ¢alismaya dahil
edildi. Bu olgularin 14 tanesinin otomasyon PTZ degerleri referans degerleri arasinda,
13 tanesinin otomasyon PTZ degerleri saniye olarak digerlerinden uzamis
durumdaydi. PTZ i¢in gerekli olan doku faktorii sigan beyni ve akcigerinden elde
edildi. Quick metodu ile dlgiilen PTZ testi ile degerlendirildi. Hastane laboratuvarinda
otomasyonla yapilan PTZ sonuclar1 ile bizim arastirma amaciyla yaptigimiz test
sonuglar1 birbirine yakin degerler oldugu i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (p>0,05). Yapilan analizlerin sonucuna gore iki yontem arasinda bir
uyum oldugu ve birbirinin alternatifi oldugu sdylenebilir. Sonuglar; kendi tirettigimiz
doku faktoriiniin standardize edilerek protrombin zamani testinde kullanilabilecegini
gostermistir ve bulgularimiz tromboplastin tiretiminde literatiire katki saglayacaktir,
PTZ testinde alternatif olusturacaktir.
Anahtar Kelimeler: Antikoagulan, doku faktorti, K vitamini, protrombin zamani
(PTZ)



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF TISSUE FACTOR
ISOLATED FROM THE RAT LUNG AND BRAIN WITH VITAMIN K
INHIBITORS

In the extrinsic coagulation system, the carboxyl group is attached to some proteins by
postranslational modification. Vitamin K is required for this reaction. Because the
coenzyme of carboxylase is vitamin K. This mechanism, known since the early 1990s,
has been used in the treatment of people with MI, cerebrovascular and peripheral
vascular disease due to thrombosis. The main purpose of this treatment is to prevent
clot formation by suppressing vitamin K. Prothrombin time test (PT) is considered to
be an indicator of the extrinsic pathway in the coagulation cascade. It is a biochemical
analysis that is frequently used in determining the doses of drugs used by patients using
oral anticoagulants. In this study, we performed PT with tissue factor isolated from rat
lung and brain. We aimed to examine the compatibility of patients with their results
and to develop an alternative to the test. 27 cases who came to Istanbul Medipol
University Mega Hospital Biochemistry Laboratory for PT measurement were
included in the study. The automation PT values of 14 of these cases were among the
reference values, while the automation PT values of 13 of them were longer than the
others in seconds. Tissue factor required for PT was obtained from rat brain and lung. It
was evaluated with PTZ test measured by Quick method. The results of the PTZ tests
made in the hospital laboratory with automation and the test results we made for
research purposes were close to each other. Therefore, the results were found to be
statistically insignificant (p>0,05). According to the results of the analysis, it can be
said that there is a harmony between the two methods and there is an alternative to
each other. As a result; showed that the tissue factor we produced can be standardized
and used in prothrombin time testing. Our findings will contribute to the literature on
thromboplastin  production and will be an alternative to in PT test.

Keywords: Anticoagulant, prothrombin time (PT), tissue factor, vitamin K



3. GIRIS VE AMAC

Hemostastatik sistem (hemostaz), kanama ve pihtilagsmayi i¢ine alan fizyolojik bir
olaydir. Damarlarda ve dokularda olusan bir yara veya kanama hemostatik sistemde
bazi reaksiyonlarin tetiklenmesine neden olur. BOylece homeostaz yani vicudun i¢

dengesi korunur (1).

Yolaklardaki kimyasal reaksiyonlarin iiriinleri, biyokimyasal olarak ol¢iilebildigi
icin kanama ve pihtilagmayla seyreden hastaliklarin tanisinda ve tedavinin
yonlendirilmesinde iyi bir aragtir. Hemostatik sistem ile ilgili reaksiyonlarin
inhibisyonu ge¢misten giliniimiize klinikteki tedavi protokollerinin i¢inde yer almaya
devam etmektedir. Koroner ya da serebral arterlerde goriilen piht1 giinlimiizde

tilkemizin ve diinyanin en 6nde gelen saglik problemlerinden biridir (2).

Hemostazin biitiinliiglinii saglayan 6nemli yolaklardan biri sekonder hemostaz
asamasi yani pihti olusum asamasidir. Bu asama negatif ve pozitif feedback
reaksiyonlari, multienzim sistemleri, humoral ve hiicresel prokoagiilan ve
antikoagulanlar1 iginde barmdirir. Bu fizyolojik olayin amaci bir taraftan kanin
disartya akmasini diger taraftan da piht1 olusumunu 6nlemektir. Cesitli molekiillerin
bu sistemdeki olumlu ve olumsuz etkileri ge¢misten giiniimiize yogun bir ¢alisma

konusudur (3).

Pihtilasma faktorlerinin aktivasyonu intrensek ve ekstrensek aktivasyon olmak
tizere iki sekilde tanimlanir ve laboratuvar ¢aligmasinda da ayni sekilde ifade edilir.
Intrensek sistemi baslatan etken, kanda dolasan FXII'nin endotel disinda yabanci bir

yiizeyle karsilagsmasidir.

Ekstrensek sistemi baglatan tromboplastin, pihtilasma sisteminin tiglincii faktori
olan doku faktoriidiir. Ekstrensek pihtilagma sisteminin aktivasyonunu belirlemede
kullanilan oral antikoagulan tedavisinin etkinligi protrombin zamani testi yapilarak
kontrol altinda tutulur.

Bazi pihtilasma proteinleri karacigerde sentezlendikten sonra posttranslasyonel
modifikasyonla ilave bir karboksil grubu alarak pihtilagma sisteminde etkin hale gelir.
Uzun zamandan beri bilinen bu bilgi tromboza meyili olan kisilerin tedavisi i¢in

kullanilmaktadir. Ciinkii s6z konusu pihtilasma proteinlerine karboksil grubunun



baglanmasi K vitamini gerektirir. Sentezi bagirsak bakterileri tarafindan da yapilan K
vitamini eksikligi, heniliz bagirsaklar steril olan yeni doganda bazen kanama olarak
kendini gosterir. K vitamini enjeksiyonundan sonra ilgili pithtilasma proteinlerinin
karboksilasyonu gergeklesecegi i¢in kanama durur. Miyokard infarktisu,
serebrovaskiiler hastalik, periferal damar hastaligi gibi tromboza meyilli olan
kisilerdeki tedavinin hekim tarafindan hedeflenen idame dozu protrombin zamani
testinin sonuglaria gore yapilir.

Pihtilagsma proteinleri yapisal homoloji gosterirken sadece doku faktorii Tip 2
sitokin reseptorleri ile homoloji gosterir. Bu nedenle doku faktorti “CD142” olarak da
isimlendirilmistir (4). Bir transmembran protein olan doku faktorii en fazla beyin,
akciger ve uterusta olmak iizere tiim dokularda ¢esitli oranlarda bulunur. Doku faktorii
elde edildigi dokuya gore degisik oranlarda protein, fosfolipit ve karbonhidrat igerir
(5).

Doku faktériiniin hemostaz zerine etkisi; FVII ile kompleks yaparak ekstrensek
sistemi baglatmak, FXa’y1 meydana getirmek ve pithti olusumunu saglayarak kanayan
bolgeyi kurtarmaktir. Doku faktorii tromboz ve enflamasyon iizerine de etki ederek
sepsis, yaygin damar i¢i pihtilagsmasi (DIC), arteryal veya venoz tromboz olusumuna
aracilik edebilmektedir. Doku faktoriiniin bunlarin disinda ayrica yeni damar olusumu
(anjiogenez), mitojenez, diz kas hcrelerinde proliferasyon, malign hicrelerde

¢ogalma, metastaz olusumu gibi hemostatik olmayan islevleri de bulunmaktadir (1).

Bu tez calismasinin amaci; sigan akcigeri ve beyninden izole ettigimiz doku
faktorl ve ticari olarak ithal edilen doku faktorii ile yapilan protrombin zamani testinin

cesitli boyutlar1 ile mukayese edilerek incelenmesidir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Hemostatik Sistem

Kan, endotel hiicreleri ile kapli damarlarda pihtilasmadan dolanir. Ciinkii
damarlarin i¢ yiiziinii kaplayan endotel hiicrelerinden salinan pek ¢ok kimyasal ve bu
kimyasallar arasinda meydana gelen gesitli biyokimyasal reaksiyonlar dolasan kanin
pihtilagsmasina engel olur. Kan, endotel disinda yabanci bir yiizeyle karsilastiginda
(Ornegin, enjektdrle alinan kanm tiipe konulmasi) hemen pihtilasir. Dolasan kanda
mikro dizeylerde dahi bir pithti olmasi, kilcal damarlar tikayarak ilgili organin
oksijenlenmesini ve beslenmesini engelleyecegi i¢in hayati tehlike olusturur. Dolagan
kanda pihtinin meydana gelmemesi, “hemostaz” ad1 verilen sistemin ¢esitli boliimleri
arasindaki biyokimyasal dengenin iyi islemesine baglidir. Hemostaz birbirini takip
eden dort farkli yolakla, kanayan bodlgede piht1 olusarak kanamanin durmasi ve
fibrinolitik sistemle pihtinin eritilerek o bdlgedeki kan akisinin normale dénmesidir.
Kanama ve pihtilasmay1 icine alan bir kavram olan hemostaz fizyolojik olarak
gergeklesir. Yolaklardaki kimyasal reaksiyonlarin iirlinleri biyokimyasal olarak
Ol¢iilebildigi i¢cin kanama ve pihtilasmayla seyreden hastaliklarin tanisinda ve

tedavinin yonlendirilmesinde iyi bir aractir (1, 6-8).

Kanama ve pihtilagma tibbin acil tedavi gerektiren durumlar1 arasinda yer alir.
Cesitli nedenlerle kanayan bir hasta ne kadar acil ise, ¢esitli nedenlerle damarda piht1
olusmast da ayni hayati tehlike ile karsi karsiyadir. Pihtilasma sistemi ile ilgili
reaksiyonlarin inhibisyonu ge¢misten giinlimiize klinikteki tedavi protokollerinin
icinde yer almaya devam etmektedir. Koroner ya da serebral arterlerin piht1 nedeniyle
tikanmas1 ge¢miste oldugu gibi glinlimiizde de diinyanin en 6nde gelen saglik

problemidir (9).

4.2. Vaskuler Sistem

Hemostazin ilk kademesi kanin disar1 akmamasi i¢in, hasar goren damarin
endotelden salinan kimyasallarla daralmasidir. Endotel hiicreleri kan ile damar duvari
arasinda dinamik bir yiizey olarak gorev alir. Bu dinamizm bozuldugunda tromboza

meyil artar. Endotel hiicreleri parke tas1 gibi tek tabaka halinde damarlar1 kaplayan ve



subendotel lizerine yerlesen, non trombojenik olan ¢ok o6zel hiicrelerdir. Non
trombojenik oldugu i¢in normal endotelde dolasan kan pihtilagsmaz, yani hemostatik
sistem aktiflesmez. Kanin pihtilagsmasi i¢in subendotel, kollagen, doku faktorii gibi

endotel dis1 molekiillerle temas etmesi gerekir (10-11).

Endotel hicreleri pek ¢ok aktivator ve inhibitor etki gdsteren maddeleri sentezler
ve bunlar arasinda denge olusturur. Endotel hiicrelerinin permeabilitesi histamin,
serotonin, bradikinin gibi maddelere bagimlidir. Serotonin vaskiiler gegirgenligi
azaltirken, histamin ve bradikinin vaskiiler gegirgenligi arttirir. Endotel hiicrelerinin
luminal ylizeyinde serotonin, histamin, kininler, anjiotensin, adrenalin, noradrenalin,
asetilkolin ve trombin gibi bir¢ok protein igin reseptor tespit edilmistir. Prostasiklin
giiclii bir trombosit agregasyon inhibitoriidiir ve endotelde sentez edilir. Cesitli
fibrinolitik inhibitorler ve aktivatorler yine endotel hiicrelerinden sentez edilir.
Trombositleri subendotele baglayan von Willebrand Faktor (VWF) endotelde sentez
edilir. Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii, interseliiler adezyon molekiilii, cesitli
sitokinler, makrofaj kemotaktik proteinler ve inhibitorleri endotel ile direkt ilgili
proteinlerdir. Cok 6nemli bir vazodilatdr olan nitrik oksidin sentezini yapan nitrik oksit
sentaz da endotel kaynaklidir. Endotel hiicreleri ayn1 organin farkli dokularinda bile

farkli ylizey molekiilleri sentezleyebilmektedir (1,12).

Hemostaz fizyolojik sartlarda viicudun bir savunma sistemidir. Buradaki
savunma kesilen ya da travmaya maruz kalan bolgedeki kanin disariya akmasinm
onlemek seklinde gerceklesmektedir. Hemostazdaki ilk savunma kan damarlarinin
vazokonstriksiyonu yani kasilmasi ile gergeklesir. Yani damarlar kasilarak kani icerde
tutmaya calisirlar. Vazokonstriksiyon iglemi, hem damar i¢inde bulunan seretonin yani

5-hidroksi triptamin hem de trombositlerin icinde bulunan serotonin yardimiyla olur.

Damar duvari intima, media ve adventis olmak iizere 3 tabakadan olusmustur
(Sekil 4.2). Endotel ve subendotelden ibaret olan intima, mediadan elastik lamine
interna ile ayrilmistir. Endotel hiicreleri tek bir tabaka halinde damarin i¢ini kaplayan
cok Ozellikli hiicrelerdir. Endotel hiicreleri, non trombojeniktir, plazma ve kanin

hlcresel elementleri ile reaksiyona girmez (13).
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Sekil 4.2. Damar duvar yapisi

Endotelde meydana gelebilecek bir hasar ya da kesilme hemostatik sistemi
harekete gegirir. Yaralanmay1 takiben trombositler endotele ya da endotelin altinda
bulunan subendotel tabakaya adhere olur. Adezyon trombositlerin 6zel bir
fonksiyonudur. Bu esnada kanda dolasan pihtilagsma faktorleri de subendotele temas
ettigi i¢cin aktiflesir ve  koagulasyon sistemindeki “kontakt faz” baglar. Bu
koagulasyonun intrensek sistemidir. Bu esnada subendotelde ve makrofajlarda
bulunan tromboplastin de (doku faktord, TF, FIII) ekstrensek sistemi baglatir. Yine
ayni anda subendotelde bulunan kollagen agiga ¢ikmistir. Kollagen hem trombositler
icin hem de kanda bulunan FXII i¢in uyaricidir. Kollagen trombositlerde membran
glukoproteinleri ile temas edince trombosit agregasyonu i¢in hiicre i¢inde degisimler
baglar. Hiicre i¢i degisimleri ile aym1 anda gerceklesen olay membran
fosfolipidlerinden arasidonik asid salinmasi ve bunu trombaksan A2’nin takip
etmesidir. Bu etkiler ile hiicre i¢i kalsiyum serbestlesir ve trombosit graniillerinden
agregasyonu baslatict ajanlar salgilanmaya baglar. Hageman Faktor yani FXII’nin de
aktivasyonu ile bir taraftan da koagulasyon kaskadi islemektedir. FXIII ile fibrinolizise

resistans fibrin polimerler meydana gelir. Plazminojen yine endotelden salinan



aktivatorlerle plazmine doniisiir. Bir taraftan yara iyilesirken diger taraftan da piht1

eritilerek o bolgedeki kan akimi fibrinolisis sayesinde normale doner (14,15).

4.3. Trombositer sistem (Primer Hemostaz)

Trombositler primer hemostaz yani pihtilasmanin ilk safhasini baglatan kan
proteinleridir. Bu gorevlerini adezyon (yapigma), sekresyon (salgilama) ve agregasyon
(kiimelesme) fonksiyonlari ile yaparlar. Amaglar1 piht1 olusturarak kanayan bolgeyi
tikamaktir.

Trombositler normal damar endoteline yapismazlar. Endotel hasari oldugunda,
kanda dolanan trombositler ve pihtilagma faktorleri yukardaki subendotelyal
komponentleri ile karst karsiya gelir. Trombositlerin adezyonunda, trombosit
membranina yerlesmis spesifik glikoproteinlerin hem fonksiyonel hem de diizenleyici
rolleri vardir. vVWF ve kanin akis hizi trombosit adezyonunda rol oynayan diger
etkenlerdir. Kollagen fibrillerinin 6zel yapis1 trombositlerin adezyonunda rol oynar

(11,16).

Discoid Platelet

Secretion |

Sekil 4.3.1. Trombositlerin aktivasyonunun sematik goriiniimii (14)

Trombositler endotel dis1 bir yiizeyle temas edip bir kere aktif hale geldikten
sonra, hemen sekil degisimi baslar. Disk seklinden oval sekle doner ve psddopotlarini
cikarir. Sekil 4.3.1’de goruldigi gibi aktiflesen trombositler kademeli olarak

sekresyona ugrayarak agregasyon goOrevini yerine getirmis olurlar. Adezyonda



trombositler yabanci yiizeye, agregasyonda ise birbirine yapisir. Fibrinojen ve
fibronektin trombositlerin birbirine yapismasi ve agregat meydana getirmesi icin
gereklidir. Bazi maddeler (agonistler) trombositlerin membraninda bulunan
glukoproteinlere yani reseptorlere baglanarak agregasyonu ve trombositlerin daha ileri

aktivasyonunu gergeklestirirler (11,14).

Trombositler adezyon, sekresyon ve agregasyon fonksiyonlari ile hemostazda
gorev alan, megakaryositlerden kana salinan, kanin en kiiclik ¢cekirdeksiz hiicreleridir.
Normalde kanda inaktif sekilde dolasan trombositler endotel hasari ile uyarildiginda

aktiflesir ve hasarli bolgeye yapisir (17).

Endotel hasar1 disinda trombositlerin uyarilmasina neden olan ¢esitli molekiiller
vardir. Endotelin altindaki bag dokusunda bulunan kollagen trombositlerin ¢ok giiclii
bir uyaricisidir. Hasarli bolgede agiga ¢ikan kollajene yapisan trombositlerden
adenozin difosfat (ADP), serotonin, tromboksan A2, trombosit faktor 4 ve
trombositten tiireyen biiylime faktorii (PDGF) salinarak daha ¢ok trombositi hasarl

bolgeye geker ve trombosit kiimesi olusur (18,19).

4.4. Pihtilasma Sistemi (Sekonder Hemostaz)

Hemostazin biitiinliiglinii saglayan 6nemli yolaklardan biri sekonder hemostaz
asamasi yani pihtt olusum asamasidir. Bu asama negatif ve pozitif feedback
reaksiyonlari,  multienzim sistemleri, humoral ve hiicresel prokoagiilant ve
antikoagulantlar: i¢inde barindirir. Hemostaz; damar endoteli, trombositler, kanda
bulunan pihtilasma proteinleri ve fibrinolitik sistemin katilimi ile gerceklesen bir
savunma sistemidir. Buradaki savunma, olas1 bir damar hasarinda kanin disariya
akmasini 6nlemek veya damarda akan kanin pihtilasmamasini saglamak i¢indir. Uzun
zincirli yag asitlerinin, trombositleri ve Faktor XII'yi aktiflestirdigi uzun zamandan

beri bilinmektedir (11).

Pihtilagsma mekanizmasinin temelleri 1892 yilinda Schmidt, 1904 yilinda Morawitz
tarafindan atilmistir. O tarihlerde pihtilagsma ile ilgili bilgiler ekstrensek sistemin bag

aktorii doku faktorliniin  kalsiyum iyonu varliginda protrombini trombine



doniistiirmesi, trombinin de fibrinojeni fibrine doniistiirmesi seklindeydi. Bu bilgiler

gunimuz i¢in de gecerli olan bilgilerdir (1).

1900’li yillar1 takip eden uzun bir siire pithtilagma mekanizmasindaki gelismeler
doku faktorii yani ekstrensek sistem merkezli olmustur. Ciinkii 1892 yilinda Schmidt
damarda dolasan kanin pihtilasmadigini fakat doku ile temas eden kanin pihtilagtigina
dikkat ¢ekerek kanda olmayan bir seyin dokuda oldugunu bildirmis ve buna doku
trombokinazi (Doku faktorii, tromboplastin, FIII) adin1 vermistir. Bu diistincelerin
onciiliigiinde intrensek ve ekstrensek pihtilagsma kavramlari gelismistir. 1904 yilindaki
diisiince ve bulgular giinlimiizde halen gecerliligini korumakta, teshis ve tedavide altin
standart olarak kabul edilen protrombin zamani testinin mekanizmasin
olusturmaktadir. 1947 yilinda Owren pihtinin olusmasi igin Faktor V’in gerekli
oldugunu bildirmis bu bulusu diger pihtilasma proteinleri takip etmistir. Protrombinin
trombine doniisiimil ile ilgili yogun ¢aligmalar 1905-1950 yillar1 arasinda pihtilagsma
mekanizmasinda onemli gelismeler saglamistir. Buglinkii pihtilasma yolaginin

olusturulmasi 1964 yilinda Davie ve Ratnoff tarafindan gergeklestirilmistir (1).

Sekil 4.4.1°de kaskad veya selale ad1 verilen pihtilasma sisteminde gorev alan
pihtilasma proteinleri reaksiyon sirasina gore verilmistir. Pihtilasma proteinleri, faktor
(F) olarak isimlendirilir. Pthtilasma faktorlerinin numaralandirilmas: bulunus sirasina
gore olmustur ve Romen rakami ile gosterilir. Romen rakamu ile gosterilen pihtilagsma
proteinlerinin ayrica 6zel isimleri de vardir. Bu isimler genellikle kendisini kanama
diyatezi ile belli eden ilk hastalarin isimleridir. Faktor I (F I, fibrinojen) ilk bulunan
pihtilagsma proteinidir. Fibrinojenin kesfini protrombin (FII) adiyla takip etmistir.
Trombositlerde bulunan faktér 3 (Tr F3) de pihtilasma sisteminde gorev alir.
Trombosit i¢indeki proteinler Romen rakami ile degil normal rakamlarla

gosterilmektedir.

Pihtilasma faktorlerinin aktivasyonu intrensek ve ekstrensek aktivasyon olmak
lizere iki sekilde ifade edilir. intrensek sistemin baslangicinda gérev alan pihtilasma
proteinleri yiizey aktivasyon faktdrleridir. Intrensek sistemi baslatan etken, kanda
dolasan FXII’'nin endotel disinda yabanci bir yiizeyle karsilasmasidir. Bir damar

hasarinda bu yabanci ylizey, subendotel veya daha derin tabakalarda bulunan
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kollagendir. Kollagen hem FXII hem de trombositler i¢in gii¢lii bir uyaricidir. Bu
sekilde uyarilan FXII pihtilagma sisteminin baglamasi i¢in tetigi ¢ceker. FXII, endotelde
bulunan ytliksek molekiil agirlikli kininojen ve prekallikrein ile reaksiyona girer.

Aktiflesen faktor bir sonrakini aktiflestirir (20,21).

Sekil 4.4.1°deki pihtilasma mekanizmasinda yer alan reaksiyonlar akis semasi
strast ile numaralandirilarak gosterilmistir. Hageman faktor (FXII), Williams Faktor,
FXI, FIX, Faktér FVIII’in sisteme katilmasi ile intrensek sistem kompleksi olusur. Bu
yolda piht1 olusumunu kontrol altinda tutmak ic¢in uygulanan heparin tedavisi
biyokimya laboratuvarlarinda aktive edilmis kismi tromboplastin (APTT) testi ile

takip edilir (7).

Doku faktorii; endotel hasarinin oldugu bolgedeki dokudan sizarak pihtilasma
sistemindeki ekstrensek yolu baglatir ve ekstrensek kompleksi meydana gelir. Burada
doku faktorii (FIII), FVII ile ekstrensek sistem kompleksini olusturur. Ekstrensek
pihtilagma sisteminin aktivasyonu oral antikoagulan tedavi ile kontrol altinda tutulur.

Bu tedavinin etkinligi ise protrombin zaman testi ile takip edilmektedir (2).

Pihtilasma mekanizmasinda; FX intrensek ve ekstrensek sistem kompleksleri ile
ortak yolda aktiflesir. Olusan FXa, FVve TrF3 ile birlikte protrombinaz kompleksini
olusturur. Olusan protrombinaz kompleksi protrombinden kiiciik bir peptidi kopararak
trombin olusumunu saglar. Bundan sonraki yol, fibrin monomerin (Fibrinm) olustugu
reaksiyondur. Bu fibrin ¢ozinebilir fibrindir. C6ziinmemesi icin fibrini stabilize eden
faktoriin (FSF) trombinle aktiflesmesi (FXIIIa) ve polimerizasyon reaksiyonu ile
coztinmeyen fibrin (fibrinj) olusmasi gerekir. Bu fibrin yara iyilesinceye kadar

coziinmemektedir (22).
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Pihtilagma sisteminde trombinin 6nemli gérevleri vardir. Sekil 4.4.1°de goriildiigii
gibi trombin, hem intrensik sistem kompleksindeki kofaktor FVIII’i, hem ortak
yoldaki kofaktér FV’1i hem de FXIII’ii aktiflestirirken, aktiflesen FVIIla ve FVa’y1
da inaktif hale getirmek i¢in protein C yolagin1 aktiflestirebilmektedir (23, 24).

Pihtilasma yolaginda gorev alan proteinlerin 6zellikleri farklidir. Bu 6zellikler
kanama diyatezi olan hastalarin teshisi ve tedavilerinin takibi i¢in yapilan laboratuvar
analizlerinde 6nem tasir. Tablo 4.3.2’de pihtilasma proteinlerinin bazi 6zellikleri

gosterilmistir.

Pihtilasma sisteminin her reaksiyonunda bir 6nceki molekilden kiicuk bir peptid
ayrilmaktadir. Reaksiyonda rol alan bir 6nceki pihtilasma proteini kalsiyuma bagli bir
enzim gorevini yapar. Kalsiyum iyonu (Ca?*) pihtilasma kaskadinin ya da selalesinin
her kademesinde gereklidir. Kanda Ca?*; sitrat, oksalat ve EDTA ile baglandiginda kan
hicbir zaman pihtilasmaz. Bu nedenle laboratuvar analizlerinde kullanilan kalsiyum

baglayicilar etkinlik derecelerine gore degismektedir (25).

Prokoagulant pozisyondan aktif koagulant sekle gelen faktorler kiicuk a ile belirlenir.
Ylzey aktivasyon sistemi denilen yukardaki reaksiyonlar sonunda aktif hale gelen
FXIIL, F XIla seklinde gosterilir.

Faktor XIla, FXIa olusumunu saglar (Sekil 4.4.1). Bu aktif koagulant madde
FIXa’nin meydana gelmesini saglar. FVIII’Un de istiraki ile intrensek sistem
kompleksi meydana gelmistir. Bu reaksiyon da fosfolipid ve kalsiyum iyonlari
gereklidir. Reaksiyona FVIII ilave olmasi reaksiyon hizin1 1000 kere arttirmaktadir.
Yani hemofili A hastalarinda eksik olan FVIII, intrensek sistem kompleksinin 6nemli
bir komponentidir (7, 26).
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Tablo 4.3.2. Pihtilasma faktorlerinin bazi 6zellikleri (1)

Faktorler | Mol Ag. | Yarilanma | Miktar BaSOs’a Sentez Pihti Spesifik
Omri (mg/dl) | Absorpsiyon |  Yeri Esnasinda | Ozellikleri
Harcanmasi

Fibrinojen 340.000 77-108 150-400 Yok K.C. Var TS.
Faktor V 330.000 12-36 0.5-1.0 Yok K.C. Var TS.
Faktor 200.000 12 <0.01 Yok K.C. Var TS.
VIII:.C
VWF 800.000 24 0.51 Yok Endotel Var -
Faktor X111 | 320.000 | 108-168 25 Yok K.C.? Yok TS.
Protrombin | 68.000 60-68 10-15 Var K.C. Var TS.
Faktor V11 48.000 4-6 0.1 Var K.C. Var Vit. K
Faktor IX 57.000 12 0.01 Var K.C. Yok Vit. K
Faktor X 58.000 24-48 0.75 Var K.C. Yok Vit. K
Protein C 62.000 6 05 Var K.C. Yok Vit. K
Protein S 69.000 0.01 Var K.C. Yok Vit. K
Faktor X1I 80.000 52-60 0.4 Yok Yok Temas
Faktor XI 160.000 48-84 12 Yok K.C.? Yok Temas
Prekalligrei | 85.000 48-52 0.3 Yok ? Yok Temas
n

HMWK 200.000 156 25 Yok ? Yok -

TS : Trombine hassas olanlar; K.C.:Karaciger

Sekil 4.4.1°de ekstrensek sistem goriilmektedir. Burada doku faktorii FVIIyi

aktif hale getirmistir. Burada kallikreinin hizlandirict etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Cilinkii bu yol aktiflesen FXII’nin etkisi altindadir. Ortak yolda; inaktif durumdaki FX,

ekstrensek ya da intrensek yol ile FXa haline getirilmistir. Faktor Xa gii¢lii bir serin

proteazdir. FV, Tr.F3 ile kalsiyum iyonu varliginda reversibl bir kompleks yapar. Bu

komplekse protrombinaz kompleksi denir. Bundan sonraki hedef protrombinaz
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kompleksi meydana getirip protrombini, trombine gevirmektir. Protrombinin trombine

aktivasyonu bir¢ok reaksiyon kademesini igine alan bir olaydir (2, 27).

Trombin, 3 etkiyi ayn1 anda meydana getirebilmektedir. Bunlar s6yle siralanabilir:
1) Fibrinojenden fibrin olusturmasi,
2) FXIII Gzerinden fibrin polimerizasyonu meydana getirmesi,

3) Faktor V ve Faktor VIII aktivasyonu (bu etkiyi protein C Uzerinden
yapmaktadir).

Trombin, fibrinojeni fibropeptid A ve B olmak tizere 2 tane kicgik molekillu
parcaya ayirarak fibrin monomeri meydana getirir (Sekil 4.4.2). Fibrin monomer
meydana geldikten sonra yan yana birleserek FXIII etkisi ile polimerizasyon islemleri
baslar. Fibrin monomer 5M iirede kolayca ¢6ziiniir, ¢oziiniir ptht1 (Fibrin, Ps) adiyla
bilinir. Yaygin damar i¢i pihtilagsmasinin olustugu durumlarda fibrin monomerin

fibrinojen baglanarak ¢oziiniir fibrin kompleksleri meydana getirdigi gosterilmistir.

Fibrinojen gy~ @B ~ -

Trombin
l'\ Fpd + FpB

Fibrin gy “ =
Monomeri

Sekil 4.4.2. Fibrin polimerizasyonu (Kaynak 28’den modifiye edilmistir)

Fibrin yaralanan damar duvarinin iyilesmesinde matriks gorevi yapar. Sekil
4.4.2°de fibrin polimerin meydana gelisi gorilmektedir. Bu reaksiyonu FXIII,

kalsiyum iyonu ve trombin Katalizler. Fibrin polimerde capraz kovalent baglar
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olusmustur. SM iirede ¢oziinmeyecek kadar saglam bir fibrindir, yani olusan piht1
hemen erimez kanayan bolgede saglam pihti, ¢oziinmez piht1 (Fibrin-Pi) olusur.

Fibrin-Pi pthtilasma selalesinin ya da kaskadinin son tiriiniidiir.

Fibrinin goérevi bitince fibrinolitik sistem ile pihti ¢6ziinen pargalara ayrilarak
uzaklagtirilir. Damar i¢inde bulunan olast fibrini eritecek plazminin meydana gelmesi,
kanda proenzim olarak dolanan plazminojenin uyarilarak plazmine doniismesi
saglanarak yapilir (Sekil 4.4.3) Bu mekanizma ayni1 zamanda hemostatik sistemin geri
kontrolii anlamina da gelir. Enflamasyonun 6nemli bir noktasi olan kallikrein

bradikinin sistemi uyarilir.

t-PA
u-PA

I PAI-1

\ < ........ PAL2

I

. v .
PLAZMINOJEN——p PLAZMIN
S a2-ANTIPLAZMIN

FiIBRiN — FIBRIN YIKIM
URUNLERI

t-PA: Doku tipi plazminojen aktivatdrii
u-PA: Urokinaz tipi plazminojen aktivatéri
PAI-1: Plazminojen aktivatér mhibitérii-1
PAIT-2: Plazminojen aktivatér inhibitérii-2
-------- p Inhibitsrler

= « =] Aktivatorler

Sekil 4.4.3. Fibrinolitik sistemin aktivatorleri ve inhibitorleri (21)

Konjenital veya edinsel nedenlerle fibrinolitik aktivitesinde yani plazminin
meydana gelisinde azalma olan olgularda trombusa meyil goriliir. Ciinkii pihtinin
meydana gelisininin kontrollii olmas1 gibi pihtinin da gerekli zamanlarda eritilmesi
gerekir. Fibrinolitik sistemde dengeyi saglayan aktivator ve inhibitorler gelisen
yontemlerle izole edilebilmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi ile doku

plazminojen aktivatorl (tPA), Urokinaz ve streptokinaz kolayca elde edilebilmektedir.
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Bu maddeler trombolitik ajan olarak tedavi amaciyla pulmonal embolilerde, miyokard
infarktistinde, trombiis nedeniyle diger arter tikanmalarinda kullanilmaktadir.
Bunlarin disinda in vivo olarak plasminojeni plazmine ¢eviren c¢esitli aktivatorler de

tiretilmekte ve kullanilmaktadir (29-30).

4.4.1. Pihtilasma Sisteminde Doku Faktorii

Pihtilasma proteinleri yapisal homoloji gosterirken sadece doku faktori Tip 2
sitokin reseptorleri ile homoloji gosterir. Bu nedenle doku faktorii CD142 olarak da
isimlendirilmistir. Bir transmembran protein olan doku faktorii en fazla beyin, akciger
ve uterusta olmak iizere tiim dokularda c¢esitli oranlarda bulunur (Sekil 4.4.1). Doku
faktori elde edildigi dokuya gore degisik oranlarda protein, fosfolipid ve karbonhidrat
icerir. Ekstrensek pihtilagma sisteminin aktivasyonunu saglayan doku faktori
tromboplastin, “FIII” ad: ile de bilinir. Doku faktoérii hemen hemen tiim dokularda
mevcuttur.  Immiinohistokimyasal ve kantitatif analizler ile farkli dokularin doku
faktori iceriginin de farkli oldugu gosterilmistir. En ¢ok beyin ve akcigerde bulundugu

icin protrombin zaman testi i¢in gerekli DF bu organlardan izole edilerek kullanilir

(31-33).
Doku faktortiniin hemostaz Utzerine etkisi:
-FVII ile kompleks yaparak ekstrensek sistemi baglatmak

-FXa’y1 meydana getirmek ve piht1 olusumunu saglayarak kanayan bolgeyi

kurtarmaktir.

-Doku faktorii tromboz ve inflamasyon lizerine de etki ederek sepsis, yaygin
damarici pihtilagmasi (DIC), arteryal veya venoz trombus olusumuna aracilik

edebilmektedir.

-Doku faktoriniin bunlarin diginda ayrica yeni damar olusumu (anjiogenesis),
mitojenez, diiz kas hiicrelerinde proliferasyon, malign hiicrelerde ¢ogalma,

metastaz olusumu gibi hemostatik olmayan islevleri de bulunmaktadir.

1935 yilinda Quick tarafindan uygulamaya konulan protrombin zamani testi
pihtilagma sisteminin kontroliinde giiniimiizin altin standardlar1 arasinda yerini

koruyarak kullanilmaktadir. Kanda doku faktorii tasityan mikropartikiiller
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bulunmaktadir. Arteryal trombus olusumunda bu mikropartikiilllerin yer aldig1 tespit
edildiginden doku faktdriiniin bu alanda bir biyobelirteg olabilecegi dngoriilmektedir

(34).

Koagiilasyon ve inflamasyon arasinda ortak rol oynayan endotel hiicrelerinde doku
faktoriinlin proinflamatuar bir ajan olarak gérev yaptigini bildiren ¢aligmalar da vardir.
Doku faktort proinflamatuar bir ajan olup olmadig: ile ilgili ¢alismalar devam
etmektedir (35, 36).

Kanserli hastalarin tromboza egilimi fazladir. Tromboz ve kanser iliskisi ilk kez
1865 yilinda Armand Trousseau’nun gozlemleri ile baslamistir. Cesitli caligsmalar
doku faktorii ekspresyonun kanserli hiicrelerde arttigini gostermistir. Giiniimiizde bu
konuda doku faktorii ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir (37, 38).

Endopeptidaz ve ekzopeptidaz aktivitesi olan doku faktorii organizmadaki tim
dokulardan elde edilebilen bir lipoproteindir. Pihtilagma mekanizmasinda FVII’ye
baglanarak onu aktif sekli olan FVIIa’ya doniistiiriir. Molekiiler yapisinin dokudan
dokuya farklilik gdsterdigi diistiniilmektedir. Beyin, akciger ve plasenta doku faktorii
acisindan zengin olan organlar arasindadir. Tiikiiriikteki doku faktorii agizdaki
yaralarin ve kanamalarin ¢abuk gecmesi i¢in Onemlidir. Quick ve iki safhali
protrombin zamani Ol¢glim yoOnteminde beyin ve akcigerden elde edilen
tromboplastinler kullanilir. Faktor IX’u da aktif hale getiren doku faktorii, kanser ve

enflamasyon gibi gesitli hastaliklarda da etkilidir (31, 39-40).
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Tablo 4.4.1. Cesitli dokularda doku faktorii ekspresyonu (31)

Dreri Epidermis (+++2
Drermis (-7
Barsalk Mulcoza (+—++3
Submmlcoza (-2
Muscularis D+
Dramarlar Intitna ]
Media DN+
Adventisva (++)
Kapiller -3
Kalp MNavolcard (+—++3
Endolcard (-2
K ardialk kapaldar ]
Alccifer Bronsial nmmlcoza (++3
Bronsial
submulcoza ]
Abreolar septas (+

Abvreolar epitel

hiicresi (++7)

Abreolar malkorofaj | D+

Bevin Meninges (+3
Serebral korteks (+++2)

Bobrelk Glomeriller (+++2
Tubuller ]
Interstinvm ]

Dalak Kapsul (++)
Trabeloul (+++)
Splenic cord (-2

Limhoid wviizevler (-

Karaciger Hepatositler (+

Kupfer hiicreleri ]

Safra vola epitel ]

Adrenal glands Korteks ]
Mledulla (+)

Periferal sinir Schwan hiicreleri (++3
Alcsonlar ]

Iskcelet koas Mivosit ]
Perimisyinm ]

() yok, (+) zayif aktivite, (+ +) orta aktivite, (+ + +) gii¢lii aktivite, (D) degisebilen aktiviteyi gosterir



4.5. Pihtilasma Testleri
Pihtilagma sisteminin entrensek ve ekstrensek sisteminde laboratuvarlarda siklikla
kullanilan iki test vardir. Bunlar partial tromboplastin zamani ve protrombin
zamanidir. Pihtilagsma proteinlerinin biyokimyasal incelenmesinde asagidaki 3 sekilde
gruplanma esas alinir:
0 Vitamin K’ya bagimli proteinler
o0 Kontak aktivasyon (temasla ilgili) proteinler

0 Trombine duyarl proteinler

Kalsiyum pihtilasma sisteminin her kademesinde olmasi gereken bir iyondur.
Kalsiyum olmadig1 zaman kan hi¢bir sekilde pihtilasmaz. Bu nedenle laboratuvarda
calisilmak i¢in alinan kanlarin pithtilagsmasi istenmiyor ise sodyum sitrat, etilen diamin
tetra asetik asid (EDTA) gibi, kanda kalsiyumu baglayan ajanlar kullanilir. Bu nedenle
belirli konsantrasyonda  sodyum sitrat ve EDTA’ll c¢dzeltiler laboratuvarda
antikoagulant olarak kulllanilir. Ciinkii laboratuvar analizi i¢in alinacak kanlar ya diiz
kan yani antikoagulantsiz alinan kanlar ya da plazma denilen ve antikoagulanla alinan

kanlardir (25, 41).

Pihtilasma sisteminde 1.kadame testleri; aktif partial tromboplastin zamani
(APTT), bir sathali protrombin zamani (PTZ), trombosit sayimi, parmak ucundan ya
da koldan kanama zamani ve yine parmak ucundan fibrinin 6-10 dakika i¢inde tesekkiil
edip etmediginin goriilmesidir. Von Willebrand hastaligindan (VWD) siiphelenince

kanama zamaninin 6nemi biiyiiktir.

4.5.1. Protrombin Zamam (PTZ)

Protrombin zamani, ekstrensek sistemin gostergesidir ve tromboplastin
kullanilarak yapilir. In vivo sartlarda bir yaralanma durumunda, biitiin dokularda
mevcut olan tromboplastinin ilgili bolgeye sizmasi ile ekstrensek koagulasyon sistemi

baslatilir ve fibrin meydana gelerek yaralanan bélgedeki kanama durur.
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FViia Tissue Factor
CDOQ

FX FXa
Fva Cao'*
Phospholipid
Prothrombin ———=Thrombin

Fibrinogen Fibrin

Sekil 4.5.1. Protrombin zaman1 testinde ekstrensek sistemde ger¢eklesen reaksiyonlar

In vitro sartlarda sisteme doku tromboplastini ve kalsiyum ilave edilerek
ekstrensek sistem ile pihtinin meydana gelmesi 6lgiiliir. Sekil 4.5.1°de protrombin
zamani ile Olgiilen pihtilasma faktorlerinin akis semasi yani ekstrensek sistem

gorulmektedir.

Quick’in 1950’li yillarda tarif ettii bu yontem bugiin hala gecerli bir yontemdir.
Cogu biyokimya laboratuvarinda kullanilir. Ciinkii oral antikoagulanla tedavi edilen
hastanin yegane takip testidir. PTZ aym1 zamanda pihtilasma sisteminde gorevli
faktorlerin genetik eksikliginde ya da molekiiler bozuklugunda da normalden farklilik
gosterir. K vitamini eksikliginde de ayni bozukluk gegerlidir. Bu durumlarda

protrombin zamani uzar.

PTZ tayininde referans aralig1 laboratuvar sartlarina gére degisim gosterir. PTZ
degerleri laboratuvarlarda manuel olarak yapildigi gibi, foto optik yontemlerle de
yapilir. Foto optik yontemde referens araligr 10-12 saniye, manuel yontemle 12-14
saniyedir. PTZ testi sonuglar1 hastanin ve normal kontroliin protrombin zamanlari
saniye olarak, hastanin protrombin zamani ve laboratuvar referans aralig1 yine saniye
olarak hastanin protrombin zamaninin referans araliginin ortalamasina bdliiniip
sonucun 100 ile carpilmas: ile elde edilen protrombin orani olarak normalin
protrombin zamaninin %100 olarak alinmasi1 ve hastanin protrombin zamaninin buna
oranlanmasi ile elde edilen yiizde aktivite olarak veya INR sistemi ile olmak iizere

cesitli sekillerde bildirilir (25).
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Normal protrombin zamani1 11-16 saniye arasinda degisir. Burada kullanilan
tromboplastinin etkisi vardir. Kimi tromboplastinler ¢cok aktif kimileri daha az aktiftir.
Tromboplastin, ¢esitli kaynaklardan elde edilebilir. En ¢ok kullanilan tromboplastin
tavsan beyni ve sigir akcigerinden elde edilen tromboplastinlerdir. insandan elde
edilen tromboplastinler kullanilmaz ¢ilinkii retroviriis transmisyonu tehlikesi vardir.

Tablo 4.5.1°de protrombin zamanlar1 ve INR degerleri goriilmektedir.

Normal kontrol, giinliikk se¢ilebildigi gibi 10 ya da 20 olgunun karisimindan
hazirlanmis ve alikotlara ayrilmis havuzdan da secilebilir. Normallerin seciminde oral
kontraseptif kullanmayan, kanama diyatezi bildirisi olmayan, ila¢ kullanmayan,

hamile olmayan gibi bazi durumlara dikkat edilmelidir.

Quick’in bir safthali protrombin zamani ¢ok kullanish testtir fakat kullanilan
tromboplastinlere gore farklilik gosterdigi i¢in standardizasyona gidilmistir. Ayrica
oral antikoagulan tedavide belirli standartlar1 saglayabilmek amaci ile son yillarda
Avrupada yaygin olarak INR (uluslararasi normallestirme orani) sistemi kullanilmaya

baglanmistir.

INR, hasta protrombin zamaninin normal kontroliin protrombin zamani ile
kiyaslanmasi ve bu degerin ISI (uluslararas1 duyarlilik indeksi) iissiiniin alinmasi ile
hesaplanir. ISI ise laboratuvarin tromboplastininin standart tromboplastine

oranlanmasi ile elde edilir:

INR= (Hasta PTZ/Normal PTZ) '*!

Hesaplanmasi karmasik matematiksel islemler ve genis mukayeseli caligmalar

gerektirdiginden bu deger tromboplastin ayiracini hazirlayan ticari firmalar tarafindan

bildirilir.

INR hesaplanmasindaki amag oral antikoagulan tedavi altinda olan hastalarin
monitorizasyonunun saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesidir. PTZ’nin saniye ya da
yiizde orani olarak bildirilmesine kiyasla biitlin laboraturalar arasinda bir biitlinliik
saglar. Dolayisiyla hastalara standart ve daha 1yi bir antikoagulan tedavi yapilabilme
olanagmi tanir. INR hemostatik sistemin veya trombotik durumlarin baslangi¢

degerlendirilmesi i¢in kullanilmamalidir. INR, faktorlerin  plazma yarilanma
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stirelerindeki farkliliklar nedeni ile oral antikoagulan tedavisinin erken evrelerinde
sadece FVII tizerindeki etkiyi aksettirebildiginden yaniltic1 olabilir. Hasta stabil bir
evreye gectiginde INR’ye dayali saglatimlar daha giivenilir olur (42, 43).

Tablo 4.5.1. Protrombin zamanlarinin farkli sekillerde ifadesi

PTZ PTZ PTZ (%) INR

Oran Zaman Indeks Aktivite
1.0 12 100 100 1.0
11 13.2 91 74 1.2
12 14.4 83 57 15
1.3 15.6 77 48 1.8
14 16.8 71 41 2.2
15 18 67 35 2.7
1.6 19.2 62 31 2.9
1.7 20.5 59 28 3.4
1.8 21.6 56 25 3.9
1.9 22.9 53 23 4.4
2.0 24 50 21 4.9
2.1 25.5 48 20 55
2.2 26.5 45 18.5 6.1
2.3 27.6 43 174 6.8
2.4 28.8 42 16.4 7.5
2.5 30 40 154 8.2
3.0 36 33 12 125

PTZ : Protrombin zamani,

INR : Uluslararasi normallestirilmis oran (International Normalized Ratio)

PTZ testinde hata her koagulasyon testinde oldugu gibi 6rnek toplama, ayiraglar
ve araglardan kaynaklanir. ISI degerenin yapimci firma tarafindan dogru
bildirilmemesi, INR degerlerinin dogru hesaplanmamasi diger hata nedenlerini

olusturur.
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4.5.2. Aktif Parsiyel Tromboplastin Zamani1 (APTT)

Entrensek sistemi gdsteren bu testte in vitro olarak ylizey aktivasyonunu yapan
ajan olarak kaolin kullanilmistir yani in vitro sartlarda FXII’nin uyarici sistemi,
kollagen yerine kaolin olmustur. Bu nedenle aktiflestirilmis parsiyel tromboplastin
zamanl (APTT) adiyla da anilir. Bu testin diger bir ad1 da kaolin sefalin pihtilagma
zamani (KCCT)’dir.

Bu testte intrensek sistem faktorleri aktiflestirilmis ve pihtilasma selalesi
baslatilmistir. Doku faktorii yani tromboplastin kullanilmamistir. Temas ya da yiizey
faktorleri olarak bilinen kontakt faktdrlerin aktivasyonu igin plazma kaolin ile bir stire
enkiibe edilir. Trombositten fakir plazma ile yapilan testte Sekil 4.5.2°de goriilen ve

intrensek sisteme ait butiin faktorler hakkinda bilgi edinilir.

HK KK

-—-quo—--—-THK

FXIl |HK PK
FXI1 FXila
FlX—L-bFIXO

Ca** | FVilla, Phospholipid
FX FXa

Co"l FVa,Phospholipd

Kaolin )
-

Prothrombin ——s= Thrombin

l

Fibrinogen ——=Fibrin

Sekil 4.5.2. Kaolinle yapilan APTT testinde meydana gelen reaksiyonlar.

APTT i¢in normal degerler 30-40 saniyedir. Bu test yukardaki sekilde goriilen
pihtilagma faktorlerine oldugu kadar plazmada dolasan inhibitorlere ve heparine karsi
da duyarhdir. Dolayisiyla pihtilasma faktorleri normal oldugu halde inhibitor ya da
heparin fazlaligi var ise APTT normalden sapma gosterir. Normal ile hasta plazmasi
arasindaki saniye farki 6’y1 gegmemelidir. Fark 10 saniye olursa hastada ciddi bir

kanama diyatezi varligini diistiniilmektir (1).

24



4.5.3. Trombin Zamani Testi (TT)

Fibrinojenin fibrine doniisiim zamanini Glger. Ortamda heparin varliginda,
fibrinojendeki  kantitatif veya kalitatif defektlerde (hipo, afibrinojenemi,

disfibrinojenemi) ve ortamda fibrin yikim {irtinlerinin varliginda TT uzar.

Testin prensibi sitrath kandan elde edilen trombositten fakir plazmaya standart bir
trombin soliisyonunun eklenmesi ile piht1 olusumu arasinda gegen siirenin dolayisiyla

fibrinojeninin fibrine déniimiis zamaninin saptanmasidir.

Referans araligi kullanilan trombinin konsantrasyonuna gore 8-9, 15-20, 20-25
saniye olabilir. Mutlaka normal kontrol ile birlikte yapilmali, kontrol ve hasta

plazmalari ¢ift ¢alisilmali, tiipler arasindaki uyum 1.5-2 saniye araliginda olmalidir.

Hata genel prensipler disinda plazmanin trombositten temizlenmemesi,
dondurulmus heparinli 6rneklerde ¢alisilmasi, trombininin stabilliginin bozulmasi

nedeniyle olabilir (44).

4.6. K Vitamini

K vitamini, 1935 yilinda Dam tarafindan kanin pihtilasma etmeni olarak
bulunmustur. Bu etmene Almanca “Koagulation vitamin” adi verilmistir. Boylece

koagiilasyon s6zciigiiniin bas harfi alinarak vitamin adlandirilmistir (45).

Yesil bitkilerden elde edilene filloquinon (Vitamin Kji), baliktan elde edilene
menaquinon-6 (Vitamin Kz) denmistir. Kinon halkas1 igeren bu vitaminlerin kimileri
bitkilerde bulunur kimileri bakteriyel kokenlidir. Sentetik olarak da pek ¢ok K vitamini
tiretilmistir. Sentetik olarak tiretilen menadionda (Ks) 3. pozisyondaki karbon atomuna
bagli bir yan zincir yoktur. Diger K vitamini tiirevlerinde ya 2 ya da 3. pozizyonda ek
gruplar vardir. Yapay olarak elde edilen menadion, parenteral olarak
kullanilabilmedktedir. K vitaminleri Ki, K> ve Kz olarak Sekil 4.6.1’de gorildigi
gibidir. Her ii¢ molekiilde K vitamini etkinligi gostermektedir (46, 47).

K vitaminin hiicrede gorevi karboksilaz enzimlerine koenzim olarak istirak
etmektir. K vitaminine bagimli karboksilaz reaksiyonlar1 bir¢ok dokunun endoplazmik
retikulumunda gergeklesir. CO2, Oz ve glutamik asid gereklidir. K vitamini dongusu,

karacigerin endoplazmik retiikiiliimunda gerceklesir. Ciinkii burada K vitamini kinon
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formundan NADH’a bagli dehidrojenaz ile hidrokinon sekline doniismektedir. K

vitamininin rejenerasyonu yapilir (11, 48).

0
| CH
\/ 3 }-._ —
COTk; i
RS i |
7 CHCH=C- (CHZCHBCHZCH}I— CH,
0
1,
VITAMIN K;
CH, o
k CHLH=CH),- N\ﬂ/ CH,
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b SS9
0
VITAMIN K, VITAMIN K3

Sekil 4.6.1. K vitamini formlar (K1, Kz, K3)

K vitamini, molekilde Gama karboksi glutamat meydana getirmek igin
karboksilazlarin koenzimi olarak gdrev yapar. Sonucta Gla proteinler olusur (Sekil
4.6.2). Gla proteinler ise koagulasyonda, kemik mineralizasyonunda gereklidir.
Postransiyonal olarak uygulanan bu reaksiyondan sonra protrombin (Faktor 1), Faktor
VII, Faktor IX, Faktor X ve bir antikoagulan olan Protein C, koagulasyonda aktif
gorevini yapabilmektedir (49, 50).

Dogal besin maddelerinde bulunan K vitaminlerin barsaktan emilimini safra tuzlar
ve yaglar kolaylastirir. Barsak hiicrelerine gecen K vitaminleri silomikronlar araciligi
ile lenf sistemine oradan da kana gecger. Menadion suda ¢6ziinen bir K vitamini oldugu
icin emilimi safra ve yaglara bagiml degildir (40).

Yesil yaprakli sebzeler, yumurta saris1 ve et K vitamini kaynaklaridir (Tablo 4.6).
Barsak bakterileri de K vitamini sentezi yaptigi i¢in spesik bir K vitamini RDA’s1

yoktur. Barsak bakterilerinin sentezledigi K vitaminleri de barsaktan emilir. Karisik
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bir diyetle giinde alinan 70-140mcg K vitamini ihtiyaci karsilayacak bir miktar olarak
kabul edilmektedir (47).

K vitamini yetersizligine insanlarda pek rastlanmaz. Ancak asir1 kanamalarda
(ameliyat, dogum, yaralanmalar), fazla antibiyotik ve sulfamidli ilaglar kullanildig
zaman (barsak florasini degistirecegi i¢in) gereksinim artabilir. Yeni dogan bebeklerin
ise heniiz bagirsak floras1 gelismediginden ve kanda pihtilasma etmenlerinin heniiz
yetersiz diizeyde olusundan Otiirli gereksinmenin karsilanmasi énemlidir. Dogumda
bebege 0.5-1 mg, erken dogana 1mg damardan K vitamini formu verilmesi onerilir.
Anne siitiiniin litresi 2.5mcg vitamin K saglar. K vitamini yetersizligi olabilecek
durumlarda K vitamini dikkatli verilmelidir. Menadion toksik etki gosterebilir.
Antikoagulant ila¢ kullananlarin protrombin diizeylerine dikkat edilmelidir. Plazma

normal protrombin diizeyi 80-120mcg/dl’dir (47, 51).

Liver
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Sekil 4.6.2. K vitamini karboksilasyonun kimyasal yapisi
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Tablo 4.6. Bazi besinlerin K vitamini degerleri (100gda pg)

Tereyag 30 Peynir 35
Inek siitii 1 Insan siitii 0.3
Yumurta 11 Dana Karacigeri 92
Tavuk Karacigeri 7 Aycicegi Yagi 3
Misir Yagi 3 Ekmek 4
Soya Fasulyesi Yagi 193 Piring 3
Yulaf 10 Kepekli Un 17
Beyaz Un 4 Brokoli 175
Yesil Fasulye 40 Lahana 729
Marul 129 Bezelye 29
Patates 1 Ispanak 415
Domates 10 Salgam 650
Muz 2 Portakal 1
Seftali 8 Cilek 10
Kahve 38 Yesil Cay 712
Tatdn 5000 Kola 2

4.7. K Vitamini Inhibitorleri

K vitamini antagonisti olarak sentez edilen kumarin turevleri (Varfarin, dikumarol
gibi) koagulasyon proteinlerinin karboksilasyonuna yani Gla proteinlerin olusumuna
engel olmaktadir. Oral antikoagulanlar kanda pihtilasmay1 6nlemek i¢in trombus riski
olan hastalarda daha ¢ok tedavi amagli kullanilir. Koagulasyon faktorlerinin etkisini
azaltarak pihtilasmaya meyili olan hastalarda trombus olusumunu azaltmaktadir. Bu
hastalarda protrombin siirekli olarak kontrol edilir. Protrombin zamani, ekstrensek
pihtilasma sisteminin gostergesidir ve saniye olarak Olciliir. Burada hastanin
ekstrensek pihtilasma siiresinin normalin altinda olmasi istenir. Anormal bir durum

oldugunda ilaglarin dozu ayarlanir (52, 53).
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4.7.1. Kumarin Turevleri

Kumarinler en yaygin kullanilan K vitamini inhibitérleridir (VKA). Kumarinler
piron halkasinin benzen halkasi ile kondensasyonu sonucu benzopiron olarak bilinen
heterosiklik bilesiklerdir. Serbest halde ilk defa 1820 yilinda vogel tarafindan tonka
baklasinin tohumlarindan izole edilmistir. Kumarinler anti bakteriyel, anti HIV, anti
karsinojen, antikoagulan (kanin pihtilasmasini engeller), ates diisiiriicli, vazodilator

(damar genisletici) gibi birgok biyolojik aktiviteye sahiptir (54).

Kumarinler yapilarina gore dorde ayrilirlar. Bunlar:
+«» Basit kumarinler (Ubelliferon, Eskuletin, Herniarin, Skopoletin, Fraksetin)
+« Furanokumarinler (Psoralen, Bergapten, Ksantotoksin, Angelisin)

% Piranokumarinler (Visnadin)

% Biskumarinler (Dikumarol, Varfarin)

H; H;
H, Jp
H—CH—C
Hrm{ﬂj C?( 4
H
&

Vitarmin F

Warfarin
Sekil 4.7.1. K vitamini ve Varfarin yapist

Varfarin en fazla tercih edilen VKA’lardandir. Varfarinin molekll yapis1 K
vitaminine ¢ok benzediginden dolay1 viicuda girdiginde bu vitaminin yerini alir (Sekil
4.7.1). K vitamini, koagulasyon icin gerekli olan faktor 11-VII-IX-X’un yapiminda
Onemli rol oynar. Varfarin, K vitamininin yerini aldig1 i¢in bu faktOrlerin yapimini
sekteye ugratir. Varfarinin antikoagilan etkisi INR ile izlenir. INR ayrica olusabilecek
kanama riski hakkinda da bilgi verir (55).

4.8. Metot Karsilastirma
Metot karsilastirma, bir parametreyi Olgmeye yarayan yeni bir ydntem

bulundugunda, bu yontemin yaygin olarak kullanilan referans yontemle
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karsilagtirilarak  bulunan yontemin ne derece uyumlu sonucglar verdiginin
aragtirtlmasidir. Burada uyum ile kastedilen, iki yontemden elde edilen oOl¢iim
degerlerinin esit olmasi degildir. Ayn1 parametreyi 6lgmek i¢in kullanilan iki farkl
yontemin tiim denekler i¢in tamamen ayni sonuglar1 vermesi pek olanakli degildir.
Fakat yeni yontemin referans yontemden ne kadar farkli sonuglar verdigini bulmak
miimkiindiir. Eger bu fark klinik yorumu etkileyebilecek diizeyde degil ise referans

yontem yerine yenisi ya da yontemler degisimli olarak kullanilabilir (56, 57).

Metot karsilastirma caligmalarinin temel amaci, iki yontem arasindaki hatanin
derecesini degerlendirmektir. Hatali test sonuclarinin sebepleri geleneksel olarak 3
kategoriye ayrilir:

1- Preanalitik hatalar: uygun olmayan hasta, yanhs ornekleme teknigi veya yanlis
numune tasima sonucu ortaya ¢ikan hatalardir.

2- Toplam analitik hatalar: yontem karsilastirma c¢alismalar1 kullanilarak incelenen
yeni yontemin analitik performansindan kaynaklanan hatalardir.

3- Postanalitik hatalar: yazim hatalari, doniistiirme hatalar1 veya yanlis birim

kullanilmasindan kaynaklanabilecek hatalardir.
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5. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Tablo 5.1°de gosterilmistir.

5.1. Kullanilan Maddeler
Tablo 5.1. Caligmada kullanilan maddeler

Maddeler Markasi

Insan plazmasi

Sican beyni ve akciger dokusu

Serum fizyoloji (SF) izotonik (%0,9) Polifarma

Distile su (dh20)

Kalsiyum klorir (CaCly) Sigma Aldrich

Etil alkol (%96) Sigma Aldrich

Doku Faktéri (Tromboplastin/DF) Kendi hazirladigimiz
Aseton Sigma Aldrich
Etanol Sigma Aldrich

5.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, Tablo 5.2’de gdsterilmistir.

Tablo 5.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazlar Markasi

Hassas terazi Shimadzu ATX224
TissueLyser LT QIAGEN
Makas-ustura

Gazli bez (steril)

Sicak su banyosu Nuve NB5

Vortex karigtirct Velp Classic

Manyetik 1sitici-karistirici

Scilogex MS-H280-Pro

Buzdolabi/derin dondurucu -20°C ve -80°C

Mikropipet (10uL, 100uL ve 1000uL) Eppendorf
Eppendorf ISO-LAB
Deney tipu ISO-LAB
Falkon tupu ISO-LAB
Beher ISO-LAB
Cam sise ISO-LAB
Mezura ISO-LAB
Balon joje ISO-LAB
Manyetik balik ISO-LAB
Santrifuj Nuve- NF 800
Spektrofotometre Shimadzu UV-1800/06431
PH metre Nive
Kronometre ISO-LAB

Distile Su Cihazi
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5.3. Sicandan Beyin ve Akciger Eldesi

4 disi ve 4 erkek olmak tizere 8 adet wistar albino cinsi sigana herhangi bir kimyasal
madde, cerrahi girisim gibi uygulamalar yapilmadi. Saglikli deney hayvanlari, giyotin
vasitasiyla sakrifiye edildi. Hayvanlarin beyni ve akcigeri ¢ikartilarak doku faktoriintin
eldesinde kullanilmak iizere kuru buzda, -80 °C’de muhafaza edildi (Sekil 5.3).

Sekil 5.3. Sican beyni ve akcigeri

5.4. Sican Beyni ve Akcigerinden Doku Faktorii Eldesi

Beyin ve akciger dokulari makas ve ustura yardimiyla kii¢lik parcalara boliindii.
Beyin ve akciger terazide tartilarak miktarlart kaydedildi. Akciger i¢in tartilan
miktarin 10 kat1; beyin i¢in tartilan miktarin 20 kat1 kadar serum fizyolojik (SF) ilave
edilip TissueLysier LT vasitasiyla homojenize edildi. Homojenat uygun biiyiikliikte
bir behere alindi. 8 katli gazli bezden gecirilerek siizdiiriildii (Sekil 5.4). Siiziilen
homojenat buzdolabinda her yarim saatte bir cam baget ile karistirilmak {izere toplam
8 saat muhafaza edildi. 1,5mL aliquatlanarak eppendorf tiiplere alindi, -80 °C’de

saklandi.

5.5. Protrombin Zamamn Testinin Yapihisi
5.5.1. Protrombin Zamam Testi I¢in Kan Orneklerinin Alinmas

Istanbul Medipol Universitesi Mega Hastanesine basvuran antikoagulan kullanan
ve kullanmayan 27 kisiden alinan kan 6rnekleri trombositten fakir plazmaya (sitrath

plazma : 9ml kan + 1 ml % 3,8’lik sitrat) konuldu. Numuneler 1500 devirde 15
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dakika oda 1sisinda santrifiij edildi. Plazma kismi1 ayr1 bir tiipe alinarak deneyde

kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edildi

.Sekil 5.4. Homojenize edilen sican beyninin gazli bezden gegirilmesi

5.5.2. Kalsiyum Klortr (CaClz) Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,2 M 100 mL stok CaClz ¢ozeltisi igin:
2,22 g CaCly tartildi, 100 mL distile su eklenerek balon jojede karigtirildi. Kullanilmak
Uzere 4°C’de muhafaza edildi.

0,02 M seyreltik CaCl2 ¢ozeltisi igin:

1 mL stok CaCl, ¢ozeltisi tizerine 9 mL distile su (DS) eklenerek karistirildi.

Protrombin zamani testi yapilacagi zaman taze hazirlandi.

5.5.3. Protrombin Zamani (PTZ) Testinin Yapilisi

PTZ asagida yer alan tablodaki protokole gore sirasiyla yapilmistir (25) .

Tromboplastin (doku faktérii) | 0,1 ml
2 dakika inkdbe edilir.

Plazma [0,1ml
Vorteksle 1 dakika inkube edilir.
0,02 M’lik CaCl, Cézeltisi [ 0,1 ml

P1ht1 olusumu i¢in gecen siire kronometre ile tayin edilir.
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Tim c¢alisgma 37°C’lik su banyosunda gergeklestirilmistir. Fibrin iplikleri
goriildiigiinde gegen siire kronometre ile tayin edildi (Sekil 6.1.1), veriler kaydedildi.
Pihtilasan kan tiip ters ¢evrildiginde dahi tiipten ayrilmadi (Sekil 6.1.2).

Fibrin

Sekil 5.5.3.2. Sican beyninden (sol) ve si¢an akcigerinden (sag) elde edilen doku

faktorii ile yapilan PTZ testi sonrasi plazmalar
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5.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin analizinde SPSS (Sosyal Bilimler i¢in Istatistik Program1) 23.0 ve MedCalc
19.5.1 programlar1 kullanilmistir. Bu amagla; aritmetik ortalama, standart sapma,
anlamlilik gibi parametreler incelenmistir. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli

kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

Protrombin zamani testi, koagulasyon kaskadinda ekstrensek yolun gostergesi
kabul edilir. Oral antikoagulan kullanan hastalarin kullandiklar1 ilacin dozlarinin
tespitinde siklikla kullanilan bir biyokimyasal analizdir. Bu calismada; Istanbul
Medipol Universitesi Mega Hastanesi Biyokimya laboratuvarina PTZ 6l¢iimii igin
gelen hastalarin artan sitrath plazmalarinda, sigan beyni ve akcigerinden izole
ettigimiz doku faktérii ile PTZ yapilmis, hastalarin sonuglari ile uyumlulugu
incelenmistir.

Calismada kullanilan toplam 6rnek sayisi 27 tanedir. Bu olgularin 14 tanesinin
PTZ degerleri referans degerleri arasinda, 13 tanesinin PTZ degerleri saniye olarak
digerlerinden uzamis durumdaydi. Tablolarda (Tablo 6.1.1-4) bu degerler
gorulmektedir. Hastane laboratuvarinda otomasyonla yapilan PTZ sonuglar ile bizim
aragtirma amaciyla yaptigimiz test sonuglari birbirine yakin degerler oldugu igin

sonugclar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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6.1. Quick Yontemine Gore Manuel Olarak Yaptigimiz PTZ Testinin Sonug¢lar:

Tablo 6.1.1. Sigan akcigerinden izole ettigimiz tromboplastinin normal sinirlar i¢inde kalan otomasyon sonuglari ile karsilagtirilmasi

Otomasyon sonuglari

Sican akcigeri

Sigan akcigeri

Sican akcigeri

Sigan akcigeri 1,2,3 degerlerinin

(saniye) manuel-1 (saniye) | manuel-2 (saniye ) | manuel-3 (saniye) ortalamasi (saniye)
Olgu 1 13,1 13,0 14,0 13,0 13,3+£0,6
Olgu 2 12,7 12,0 13,0 12,0 12,3+£0,6
Olgu 3 13,4 13,0 13,0 14,0 13,3+£0,6
Olgu 4 12,3 13,0 12,0 14,0 13,0£1,0
Olgu 5 12,4 13,0 12,0 12,0 12,3+0,6
Olgu 6 13,0 14,0 15,0 15,0 147+£0,6
Olgu 7 12,2 12,0 13,0 13,0 12,7+ 0,6
Olgu 8 12,9 13,0 13,0 14,0 13,3+£0,6
Olgu 9 12,2 12,0 12,0 13,0 12,3+£0,6
Olgu 10 13,4 13,0 15,0 13,0 13,7+1,2
Olgu 11 12,9 14,0 14,0 13,0 13,7+£0,6
Olgu 12 12,0 12,0 13,0 13,0 12,7+0,6
Olgu 13 14,0 15,0 15,0 16,0 15,3+ 0,6
Olgu 14 12,6 13,0 13,0 13,0 13,0+£0,0
P degeri 12,8+0,6 p = 0,0956 13,3+0,9




Tablo 6.1.1°de goriildiigli gibi 14 hastanin PTZ degerleri ile bizim izole ettigimiz sigan akcigeri tromboplastini kullanarak yaptigimiz

PTZ birbirine ¢ok yakin degerlerdir, aradaki fark anlamsizdir (p>0,05).

Tablo 6.1.2. Sigan beyninden izole ettigimiz tromboplastinin normal sinirlar i¢inde kalan otomasyon sonuglart ile karsilagtirilmasi

Otomasyon Sican beyni Sican beyni Sigan beyni Sican beyni 1,2,3 degerlerinin
sonuglari (saniye) | manuel-1 (saniye) | manuel-2 (saniye) | manuel-3 (saniye) ortalamasi (saniye)
Olgu 1 13,1 14,0 15,0 13,0 140£1,0
Olgu 2 12,7 12,0 13,0 13,0 12,7+ 0,6
Olgu 3 13,4 14,0 14,0 13,0 13,7+ 0,6
Olgu 4 12,3 14,0 14,0 15,0 14,3+0,6
Olgu 5 12,4 12,0 12,0 12,0 12,0£0,0
Olgu 6 13,0 13,0 14,0 13,0 13,3+£0,6
Olgu 7 12,2 13,0 12,0 13,0 12,7+ 0,6
Olgu 8 12,9 12,0 16,0 12,0 13,3£2,3
Olgu 9 12,2 13,0 13,0 14,0 13,3+0,6
Olgu 10 13,4 14,0 13,0 14,0 13,7+ 0,6
Olgu 11 12,9 15,0 13,0 13,0 13,7+1,2
Olgu 12 12,0 13,0 12,0 13,0 12,7+ 0,6
Olgu 13 14,0 14,0 14,0 15,0 14,3+0,6
Olgu 14 12,6 13,0 12,0 13,0 12,7+ 0,6
P degeri 12,8+ 0,6 p =0,0528 13,3+0,7
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Tablo 6.1.2°de goriildiigl gibi 14 hastanin PTZ degerleri ile bizim izole ettigimiz sigan beyin tromboplastini kullanarak yaptigimiz

PTZ birbirine ¢cok yakin degerlerdir, aradaki fark anlamsizdir (p>0,05).

Tablo 6.1.3. Sigan akcigerinden izole ettigimiz tromboplastinin uzamis PTZ otomasyon sonuglari ile karsilastirilmasi

Otomasyon Sican akcigeri Sican akcigeri Sican akcigeri Sican akcigeri 1,2,3 degerlerin
sonuglari (saniye) | manuel-1 (saniye) manuel-2 (saniye) | manuel-3 (saniye) ortalamasi (saniye)
Olgu 15 449 47,0 45,0 44,0 453+15
Olgu 16 28,6 29,0 30,0 30,0 29,7+0,6
Olgu 17 32,0 34,0 34,0 33,0 33,7+0,6
Olgu 18 31,4 32,0 32,0 33,0 32,3+0,6
Olgu 19 251 25,0 25,0 26,0 253+0,6
Olgu 20 29,0 29,0 30,0 29,0 29,3+0,6
Olgu 21 56,2 55,0 55,0 57,0 55,7+1,2
Olgu 22 351 38,0 36,0 36,0 36,7+1,2
Olgu 23 32,3 32,0 32,0 34,0 32,7+£1,2
Olgu 24 35,0 36,0 35,0 35,0 35,3+0,6
Olgu 25 32,3 32,0 33,0 32,0 32,3+0,6
Olgu 26 29,4 29,0 30,0 31,0 30,0+1,0
Olgu 27 25,3 25,0 25,0 25,0 25,0+0,0
P degeri 336+£84 p=0,8799 34,1+8.3
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or

Tablo 6.1.3’te goriildiigii gibi 13 hasta {izerinde yapilan uzamis PTZ testi sonuglar1 bizim izole ettigimiz sigan beyin tromboplastini

kullanarak yaptigimiz PTZ birbirine ¢ok yakin degerlerdir, aradaki fark anlamsizdir (p>0.05).

Tablo 6.1.4. Sigan beyninden izole ettigimiz tromboplastinin uzamig PTZ otomasyon sonuglari ile karsilagtirilmasi

Otomasyon Sican beyni Sigan beyni Sigan beyni Sican beyni 1,2,3 degerlerinin
sonuclari (sn) manuel-1 (sn) manuel-2 (sn) manuel-3 (sn) ortalamasi (saniye)
Olgu 15 44,9 46,0 45,0 45,0 453+0,6
Olgu 16 28,6 30,0 29,0 28,0 29,0+1,0
Olgu 17 32,0 31,0 32,0 31,0 31,3+0,6
Olgu 18 31,4 33,0 33,0 33,0 33,0+0,0
Olgu 19 25,1 27,0 25,0 25,0 257+12
Olgu 20 29,0 29,0 33,0 30,0 30,7+2,1
Olgu 21 56,2 55,0 60,0 65,0 60,0 £ 5,0
Olgu 22 351 38,0 36,0 35,0 36,3+1,5
Olgu 23 32,3 34,0 32,0 34,0 333+1,2
Olgu 24 35,0 35,0 35,0 37,0 357+1,2
Olgu 25 32,3 33,0 34,0 32,0 33,0+1,0
Olgu 26 29,4 29,0 30,0 30,0 29,7+0,6
Olgu 27 25,3 25,0 26,0 26,0 25,7+0,6
P degeri 33,6+84 p =0,7967 345192




Tablo 6.1.4’te goriildiigii gibi 13 hasta iizerinde yapilan uzamis PTZ otomasyon
sonuglar1 izole ettigimiz sican beyni tromboplastini kullanarak yaptigimiz PTZ

sonuglar1 birbirine ¢ok yakin degerlerdir, aradaki fark anlamsizdir (p>0.05).
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7. TARTISMA

Pihtilasma sistemi ile ilgili reaksiyonlarin inhibisyonu ge¢misten giiniimiize
Klinikteki tedavi protokollerinin iginde yer almaya devam etmektedir. Koroner ya da
serebral arterlerin piht1 nedeniyle tikanmasi ge¢miste oldugu gibi gunimizde de

diinyanin en 6nde gelen saglik problemlerinden biridir.

Doku faktorii, hemostatik sistemi baslatmaktan sorumlu bir membran
glikoproteinidir. Bir apoprotein kismi ve parsiyal tromboplastin aktivitesinin
ekspresyonu icin gerekli olan fosfolipid kismindan olusur. DF ile ilgili ¢aligmalar
1800’lii yillarda baglamis ve giinlimiizde artan yogunlukla devam etmektedir. Clinkii
pihtinin 6n planda oldugu kalp damar hastaliklar1 giintimiizde de saglikli yasami tehdit

etmekte hatta 6liime neden olmaktadir.

Ik defa Wooldridge, 1886’da kanda bulunmayan fakat dokuda bulunan bir
maddenin pihtilasmay1 hizlandirdigini bildirmistir. Giiniimiizde doku faktorii olarak
bilinen bu madde, ektrensek sistemin gostergesi kabul edilmistir. Subendotelde yer
alan doku faktorii damar hasari oldugunda kana karisir ve plazma proteinleri ile

karsilasinca hemostaz ve trombusu baslatir.

1935 yilinda Quick, DF’yi kullanarak kendi ad1 ile anilan ve giiniimiizde hala ¢ok
kullanilan, PTZ’yi bulmustur. Bu testin aktif maddesi doku faktérudur. Tromboplastin
reaktifleri beyin, akciger veya plasenta ekstrelerinden saflagtirilan kompleks
karigimlardir. Orijinal olarak hayvan ya da insan kaynakli ekstraktlar ham dokudan
elde edilir. Bir transmembran protein olan doku faktorii beyin, akciger ve uterus basta
olmak f{izere tiim dokularda ¢esitli oranlarda bulunur. Doku faktorii elde edildigi
dokuya gore degisik oranlarda protein, fosfolipit ve karbonhidrat igerir. Protreombin
zamani testi i¢in kullanilan doku faktorii genellikle 3 farkli tiirtin kullanimina dayanir.
Bunlar insan, tavsan ve sigirdir. Dokulardan ekstre ya da rekombinant DNA teknolojisi
ile hazirlanirlar. PTZ testinin sonucu tromboplastinin ¢esidi ve kullanilan yontem
dogrudan iligkilidir (1,5,58). PTZ testinde dikkat edilmesi gereken diger husus

preanalitik hatalaridir. Bir ¢calismada, 129mmol/L (%3,8) sitrat iceren tiiplere alinan
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orneklerin yetersiz doldurulmasit PTZ ve APTT siiresi degerlerini uzattig goriilmustiir
(59).

Bugiin diinyada her y1l yapilan 800 milyondan fazla PTZ testi ile en ¢ok bagvurulan
laboratuvar koagiilasyon testidir. Bu testte, bir hastadan alinan trombosit agisindan
fakir plazma (sodyum sitrat iceren bir kan toplama tlpiinde), DF ve kalsiyum ile
karistirtlir. Ardindan 37°C'de fotooptik ve elektromekanik gibi g¢esitli yontemler
kullanilarak pihtilasma siiresi belirlenir. Otomatik koagiilasyon analizorleri, diger
koagulasyon parametreleriyle birlikte PTZ'yi 6lgmek icin ticari olarak mevcuttur. PTZ,
ekstrensek ve ortak yolun fonksiyonel bir 6l¢lstdur. Bu nedenle, ekstrensek yolla ilgili
pithtilasmada kalitsal veya edinilmis kusurlart tespit etmek igin yararlt bir testtir.
Genellikle PTZ, uluslararasit normallestirilmis oran (INR) olarak ifade edilir. Ciinkii,
INR olarak sonuclarin raporlanmasi, sonuglarin farkli laboratuvarlar arasinda

karsilastirilabilir olmasini saglar (60, 61).

Uzamis PTZ nedenleri sunlardir:
e Kumarin, warfarin gibi bazi antikoagulanlar (K vitamini inhibitérleri)
e K vitamini eksikligi (beslenme yetersizligi veya emilim bozuklugu)

e Faktor eksikligi (kalitsal veya edinilmis, 6rnegin karaciger hastalig1)

Rutin laboratuvarlarda ekstrensek pihtilagma sistemini degerlendirmede kullanilan
doku faktoriiniin kan ve hiicrelerdeki etki mekanizmasi ile ilgili ¢alismalar devam

etmektedir.

Bu ¢aligsmada sican akcigeri ve beyninden izole edilen doku faktorii ile yapilan PTZ,
hasta sonuglar1 ile mukayese edilmistir. Bu amagla saglikli, Wistar Albino cinsi
sicanlar sakrifiye edilerek akciger ve beyin dokulari, kuru buza konularak -80 °C’de
muhafaza edilmistir.

Sigcan akciger ve beyninden doku faktorii izole edilmistir: Dokular minik parcalara
boliinerek tartilmis, akciger icin tartilan miktarin 10 kati; beyin igin tartilan miktarin
20 kat1 kadar serum fizyolojik (SF) ilave edilip TissueLysier LT vasitasiyla

homojenize edilmistir. Homojenat 8 katli gazli bezden gegirilerek siizdiiriilmiistiir.
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Siiziilen homojenat buzdolabinda her yarim saatte bir cam baget ile karistirilmak tizere
toplam 8 saat muhafaza edildikten sonra 1,5mL aliquatlanarak eppendorf tiplere

alinip, -80 °C’de saklanmustir.

Medipol Hastanesinden alinan plazmalara, Quick (1935) yontemi ile protrombin
zamani testi uygulanmistir. Bu plazmalarin 14 tanesinin PTZ degerleri referans
degerleri arasinda, 13 tanesinin PTZ degerleri saniye olarak uzamis durumdaydi.
Hastane laboratuvarinda otomasyonla yapilan PTZ sonuglar1 ile bizim arastirma
amaciyla yaptigimiz test sonuglar1 birbirine yakin degerler oldugu i¢in sonuglar

istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05).

Antikoagulan ilaglar, pihtilagsma faktorlerini dogrudan veya dolayli olarak etkiler ve
boylece kanin pihtilagmasini onler. K vitamini antagonistleri (cogunlukla varfarin) en
yaygin olarak neredeyse bir yiizyil boyunca kullanildi. Son yillarda ise dogrudan faktor
Ila veya faktor Xa'y1 hedefleyen yeni oral antikoagulan ilaglar kullanima sunulmustur
(62). Uzun donem antikoagulasyonda her giin parenteral ila¢ kullanimi yerine,
gelecekte haftada tek bir enjeksiyonla yeterli antitrombotik etki olusturabilecek
alternatifler de siradadir. Bir pentasakkarit tiirevi olan idraparinux, antitrombine
bagimli yarilanma 6mrii yaklagik 80 saat olan ve haftada bir kullanim se¢enegi veren
bir FXa inhibitoridiir. Yine FXa inhibisyonu yapan ancak oral olarak kullanilabilen
bir ajan olan rivaroxaban (Xirelto®) FDA gibi baz1 kuruluslardan onay almistir. Fakat
bu ilaglarin uzun dénem antikoagulasyonda etkililikleri hala tartismali olup,
calismalarin sonuglar1 beklenmektedir (63). Antikoagulan ila¢ kullaniminin en 6nemli
sakincalar1 kanamaya yol agmalar1 (glvenlik sorunu) ve laboratuvar izleminin
(etkililik sorunu) gerekliligidir. Bu nedenle hastalarda protrombin zaman stirekli
olarak kontrol edilir. Protrombin zamani, ekstrensek pihtilasma sisteminin
gostergesidir ve saniye olarak ol¢iiliir. Burada hastanin ekstrensek pihtilagsma siiresinin
normalin altinda olmasi istenir. Anormal bir durum oldugunda ilaglarin dozu ayarlanir
(53).

Insanlarda aterosklerotik plak iizerine yapilan ex vivo ¢alismalari, tromboza neden
olan 6nemli bir etmenin doku faktor oldugunu gosterdi (64-66). Benzer sekilde,

diisik DF'li farelerde lazerle indiiklenen kremaster arteriyol hasarini igeren bir
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mikrovaskuler tromboz modelinde trombosit ve fibrin birikimi azaldig goriilmiistiir
(67, 68)

2017 yilinda Tripathi ve arkadaslari, antikoagulan kullanan hastalarin PTZ/INR
degerlerini kendileri 6lgebilmelerini saglayan bir optik sensor gelistirmistir. Calismada
60 hastanin sensordeki sonuglart ve PTZ/INR degerleri mukayese edilmis, Bland-

Altman analizine gore her iki test 6lglimii arasinda yiiksek uyum goriilmiistiir (69).

Koronaviriisler (CoV) zarfli, tek zincirli pozitif RNA viriisleri olup, oldukca genis
bir aile olustururlar. Insanlarda yaygin hastalik yaptig1 bilinen 229E, OC43, NL63 ve
HKUI tiirleri genellikle hafif orta siddette solunum yolu infeksiyonlarina sebep
olurken 2002 yilinda “siddetli akut solunum sendromu (SARS)”, 2012 yilinda “Orta
Dogu Solunum Sendromu (MERS)” etkeni olmak iizere iki yeni koronaviriis ortaya
cikmigtir. Son olarak 2019 yilinda COVID-19 hastaligina neden olan SARS-CoV-2
tanimlanmistir. Her yastan insan COVID-19 infeksiyonuna duyarlidir. Ancak yaslilar
ve altta yatan kronik hastaliklar1 olanlarda COVID-19 infeksiyonuna duyarlilik
artmistir. COVID-19 infeksiyonunun tedavisinde spesifik antiviral ila¢ yoktur. Bu
nedenle tedavi stratejisi daha ¢ok destek tedavi ve komplikasyonlarin énlenmesine
yoneliktir (70). Diinya genelinde morbidite ve mortalite artisina neden olan COVID-
19 iizerine yapilan caligmalarda, virilisiin tromboembolik komplikasyonlara neden
oldugu bildirilmistir. Hottz ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptig1 ¢alismaya gore,
siddetli COVID-19 hastalarinda artmis trombosit aktivasyonu ve trombosit-monosit
agregat olusumunun gozlendigini, ancak hafif dereceli hastalarda gozlenmedigi
goriilmistiir. Bu durumun monositler tarafindan salgilanan doku faktorii ile iliski
oldugu bildirilmistir. Calismada, siddetli COVID-19 hastalarindan alinan trombositler,
saglikl1 goniilliilerdeki monositlerde ex vivo sartlarda TF ekspresyonunu indiiklemistir
(71). Calismalar, siddetli COVID-19 gegiren hastalarin uzamis APTT ve PTZ, yiksek
D-dimer ve fibrin bozunma iiriinleri (FDP) seviyeleri, artmis trombin-antitrombin
(TAT) kompleksi ve azalmis antitrombin (AT) oldugunu gostermektedir (72).
Trombosit agregasyonunu Onleyen ajanlarin kullanilmasi su an tartigilan bir konudur.
Aspirinin (asetil salisilik asit) tromboksaninin bir inhibit6rii olarak terapotik rolii
belirsizligini korumaktadir. Aspirin, doku faktorii sentezini inhibe ederek ve/veya bir

DF yolu inhibitoriiniin tiretimini kolaylastirarak DF'nin ekspresyonunu sinirlayabilir
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(73). Doku faktori ve COVID-19 iliskisi, gelecekte ele alinmasi gereken Onemli
konulardan biridir.
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8. SONUC

Doku faktorii insan viicudunda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Giinlimiizde diinyay1 kasip
kavuran COVID-19 dahil olmak iizere birgok hastaligin morbidite ve mortalite
nedeninde altta yatan etmenin doku faktorii oldugu diisiiniilmektedir. Doku faktorii,
saglikli insanlarda yaralanma ve kanamaya karsi insan viicudunun verdigi dogal bir
yanit sonucu olusurken hastaliklarda bozulmus diizen nedeniyle siirekli takip edilmeye
ihtiyac duyulur. Antikoagulan ila¢ kullanan hastalarda bu takip PTZ ile yapilir. Bu
testin sonucuna gore ilacin dozu ayarlanir, hasta takibi saglanir, olasi olumsuz
durumlarin 6niine gecilir. Bu nedenle PTZ olduk¢a miihim bir testtir ve testin ¢esitli
varyanslar1 gelistirilmistir. Calismamizda, sigan akcigeri ve beyninden izole ettigimiz
doku faktoriinii Quick metodu ile uyguladigimizda, hastane sonuglari ile paralellik
gozlemledik, bu nedenle aradaki farki anlamsiz bulduk (p>0,05). Bu c¢alisma insan
organizmasinda bu kadar etkin rolleri olan doku faktdriiniin birtakim deneylerle elde
edilebilecegini ve standardize edilerek protrombin zamani testinde kullanilabilecegini

gostermistir. Bulgularimiz tromboplastin iiretiminde literatiire katki saglayacaktir.
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