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OZET

Kollagen ve ADP ile olusturulan trombosit agregasyonu iizerine heparin
(liquemin) ve CY 216 ile CY 222 kodlu diigiik molekiiler afirlikli heparin fraksiyon-
lanmin etkileri aragtinldi. Liquemin, trombosit agregasyonunu arttinrken CY 216 ve
CY 222 kodlu diigiik molekiiler agirlikli heparin fraksiyonlannin trombosit agre-
gasyonunu azaltic: yonde etkileri oldugu, deneylerde gozlendi.

SUMMARY

The Effect of Heparin and Low Molecular Weight Heparin
Fractions on Platelet Aggregation

The effect of heparin (liquemine) and CY 216 with CY 222 coded low mole-
cular weight heparin fractions on platelet aggregations formed by collagen and ADP
was investigated. It was observed from the experimental results that while liquemine
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was increasing the platelet aggregations, Cy 216 and CY 222 coded low molecular
weight heparin fractions were decreasing the platelet aggregations.

Trombositler hemostazdaki etkinlikleri igin ii¢ fonksiyona sahiptir. Bunlar
adezyon, agregasyon ve sekresyondur. Agregasyon, trombositlerde gesitli ajanla-
rin etkisiyle veya adezyonu takiben olusur!. Bir seri yapisal ve biyokimyasal
degisimlerle birlikte sekil degisiklifi sonucu gelisir. Agregan ajanlarin baginda
ADP, kollagen, adrenalin, trombin, serotonin vs. gelmektedirl2, ADP, agregas-
yon olayinda esas faktordir', Biitiin diger ajanlarla olusan agregasyonun da
ADP aracilignyla olduguna inanilmaktadir!-2,

in vitro olarak trombositten zengin plazmaya ADP ilave edildigi zaman
trombositlerde ilk goriilen degisiklik, sekil degisikligidir?. Bunu primer agregas-
yon takip eder. Eger ADP ¢ok diigiik konsantrasyonda (0.1-0.4 pM) ise bu faz
reversibldir. Eger ADP konsantrasyonu orta degerde (0.4-1.5 pM) ise primer
agregasyonu irreversibl olan bir sekonder agregasyon dalgas: takip eder. Bu dal-
ga, primer trombosit agregatlarindan salinan ADP ile olusturulur. ADP’nin da-
ha yitkksek konsantrasyonlar: ile primer ve sekonder dalgalar karigip birlesir-
ler2,

Trombositten zengin plazmaya kollagen ilave edildigi zaman primer dalga
olugmaz, kollagen liflerine trombositlerin adhere olmas: ile salinan ADP nede-
niyle sadece sekonder dalga olusur. Tipik bir kollagen kurbu agregasyon basla-
madan 6nce bir lag faz ile karakterizedir'. Bu lag faz, kollagen liflerinin trombo-
sitlerc adhere olmasi ve ADP salumumim stimiile etmesi i¢in zamana ihtiyaglar
olmasi yiiziinden olabilir.

ADP ile olugturulan trombosit agregasyonunda maksimum amplitiidiin
artmasi agregasyonun artigini, azalmasi ise agregasyonun azalmasim gosterir.
Kollagen ile olugturulan agregasyonda da maksimum amplitiidiin degerlendirilisi
aymdir. Ayrica, lag fazin kisalmasi agregasyonun hizlandigini, uzamas: ise agre-
gasyonun yavagladigim gosterir. '

Klinikte 40-45 yildan beri terapdtik bir ajan olarak kullamilan heparinin,
trombositlerde agregasyona sebep oldugunu kamtlayan galismalar vardir*”7. He-
parinin en dnemli komplikasyonu, viicudun gesitli yerlerinde kanamalar meyda-
na getirmesidir®11, Aym zamanda seyrek de olsa agregasyon nedeniyle trombo-
sitopeni*6-71213 ye arterial tromboza neden oldugu da bildirilmektedir®13,

Heparin, molekiiler agirhg 3000 ile 40000 Dalton arasinda olan, yiiksek
derecede asidik, polisakkarit yapisinda bir maddedir'#!®, Cesitli biiyiikliikteki
polisakkaritlerin karigimindan ibarettir. Bu karigimi olusturan dgelerin antikoa-
giilan etkinlikleri de farkhidir®!6, Heparinin gesitli komplikasyonlar1 olmas: ne-
deniyle, degisik kromatografi ve presipitasyon metodlan ile diisiik molekiiler
agirhikh ve yiiksek molekiller afirhikh fraksiyonlar elde edilmigtir. Molekiiler agr-
iz 8000 Daltonun altinda olan heparin fraksiyonlan, diisitk molekiiler agirlikli
hepain (LMWH) olarak kabul edilmektedir!”. Molekiiler agrlig 8000 Daltonun
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iizerinde olanlar ise yiksek molekiler agirlikli heparin (HMWH) olarak kabul
ediimektedir. Farkli molekiiler afirliga sahip heparin fraksiyoniarinin farkl etki
ve risk ozelliklerine sahip olduklarini ispatlayan galigmalar bulunmaktadir.

Biz gahymamizda heparin (liquemin) ile molekiil agirligi 4500 Dalton olan
CY 216 ve molekiil agirligs 2500 Dalton olan CY 222 kodlu diisiik molekiiler agir-
likh heparin fraksiyonlarinin trombosit agregasyonuna etkilerini kargilagtirmay
amagcladik.

GEREC VE YONTEMLER

Deneylerimizde saghkh 7 kisiden kan alindi. Kan alma igleminde denekle-
rin a¢ olmalarmna, bir hafta 6ncesine kadar antiagregan ilaclar almamis ve kan
alma igleminden 8 saat Gncesine kadar sigara igmemis olmalarina dikkat edildi.
Alinan kan 1/10 oraninda % 3.8’liksodyum sitrat ile antikoagiilanlandi. 5 dakika
2000 rpm’de santrifiijlenerek elde edilen trombositten zengin plazma (PRP)
plastik bir tiibe alindi. Geri kalan ¢okelti tekrar 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij
edildi ve trombositten fakir plazma (PPP) elde edildi. PPP, agregometrenin ka-
librasyonunda kullanildi, PRP’deki trombosit sayisinin 250.000-300.000 olmasina
dikkat edildi. Bu say1 istenen degerde olmadiginda PPP ile ayarland:.

Agregasyon kurblari, Payton agregometresi (800 B) ile gizdirildi. Agregan
ajan olarak ADP ve kollagen (Stago) kullamildi. Agregasyona etkileri incelene-
cek olan liquemin piyasadan, CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH fraksiyonlari
Choay Enstitiisiinden temin edildi.

Trombosit agregasyonu ADP ve kollagen ile ayr1 ayn olugturuldugundan
deneyler 2 grup altinda yapildi.

Grup I: Liquemin, CY 216 ve CY 222'nin ADP ile olusturulan agregas-
yona etkilerinin arastirildi) grup.

Bir tiipe 450 ul PRP iizerine 50 ul Owren buffer ilave edilerek 37°C’de 10.
dakika aletin inkiibatoriinde bekletildi. Daha sonra 50 pl ADP (1 pg/ml) ilave
edilerek agregasyon olugturuldu. Bu gckilde Owren buffer eklenerek olusturulan
agregasyon, kontrol grubudur. Diger tiplerde de aym islemler yapildi, sadece
Owren buffer yerine liquemin (1 pg/ml), CY 216 (1 pg/ml) ve CY 222 (1 pg/ml)
eklendi. Bu grupta cizdirilen agregasyon kurblarimin maksimum amplitidleri ol-
giillerek degerlendirme yapildi.

Grup II: Liquemin, CY 216 ve CY 222'nin kollagen ile olugturulan agre-
gasyona etkilerinin aragtinildiga grup.

Yine kontrol olarak bir tiipe 450 pl PRP iizerine 50 pl Owren buffer ekle-
nerck 10 dakika 37°C’de inkilbe edildi. Daha sonra 50 pl kollagen (5 pg/ml)
ilave edilerek agregasyon cizdirildi. Diger tiiplere Owren buffer yerine liquemin
(1 pg/ml), CY 216 (1 pg/ml) ve CY 222 (1 wg/ml) ilave edildi. Bu grupta gizdiri-
len agregasyon kurblarinin maksimum amplitiidleri ve lag fazlani olgiilerek
degerlendirme yapildi.
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BULGULAR

Grup I: ADP ile olusturulan trombosit agregasyonunda kontrol grubunun
maksimum amplitiidii ortalama 12 + 0.6 cm olarak bulundu. Liquemin ilavesi ile
cizdirilen agregasyon kurblarinin maksimum amplitiidii ise ortalama 13.6 + 0.6
cm idi. Liqueminin, trombosit agregasyon kurbunun maksimum amplitidiini,
kontrol grubuna oranla arttirdify gozlendi.

CY 216 kodlu LMWH fraksiyonunun ilavesi ile gizdirilen agregasyon kur-
bunun maksimum amplitiidii ise ortalama 9.4 + 0.2 cm bulundu. Bu grupta 6l-
gillen maksimum amplitiid degerleri kontrol grubundan daha disiikti. CY 222
kodlu LMWH fraksiyonunun etkisi incelendiginde ise maksimum amplitiid orta-
lama 9.5 F 0.4 cm idi. CY 222 kodlu fraksiyon da, CY 216 kodlu fraksiyon gibi
maksimum amplitiidii kontrol grubununkine oranla azaltmigt1 (Tablo: I, Sekil: 1)

Tablo: |- Liquemin ve CY 216, CY 222 Kodlu LMWH Fraksiyonlarinin
ADP lle Olusturulan Agregasyona Etkilerinin Maksimum
Amplitid lle Gdsterilmesi

Deney No Kontrol Liquemin CY 216 CY 222
1 159 17 116 124
2 134 15 10 105
3 105 15.2 76 7.9
4 117 123 9.8 9
5 115 126 9.5 9.6
6 9.1 104 8 72
7 12 13 95 9.9
X 12 136 9.4 95
SH 06 06 0.2 04
P P < 005 P < 0.001° P < 0001

* Kontrol grubuna gore anlamhilik dizeyleri. ()
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Sekil: 1
Liquemin ve CY 216, CY 222
kodlu LMWH fraksiyonlannin
ADP ile olugturulan agregasyona
etkilerinin maksimum amplitid
ile gosterilmesi.
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Kontrol Liquemin CY 216 CY m
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Liquemin, ADP ile olusturulan trombosit agregasyonunu arttirici yonde,
CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH fraksiyonlar ise agregasyonu azalticl yonde et-
kili olmaktadur.

Grup II: Kollagen ile olusturulan trombosit agregasyonunda kontrol gru-
bunun maksimum amplitiidii ortalama 14.8 + 0.3 cm, lag faz ise 1.5 + 0.04 cm
degerindeydi. Liquemin ilave edilen grupta maksimum amplitiid ortalama 16.1
+ 0.2 cm'ye yiikselirken, lag faz 1.1 + 0.04 cm’ye kisalmugt,

CY 216 kodiu LMWH fraksiyonunun ilave edildigi grupta maksimum
amplitiid ortalama 13.3 + 0.4 cm, lag faz 2.6 + 0.05 cm’dir. CY 222 kodlu frak-
siyonun trombosit agregasyonuna etkisi incelendiginde, agregasyon kurbunun
maksimum amplitiidii ortalama 13.8 + 0.4 cm, lag fazin ise 2.5 F 0.04 cm 6lgiil-
dii (Tablo: II, I1I, Sekil: 2, 3).

Tablo: ll- Liquemin ve CY 216, CY 222 Kodiu LMWH Fraksiyonlarinin
Kollagen lle Olugturulan Agregasyona Etkilerinin Maksimum
Amplitiid lie Gsterilmesi

Deney No Kontrol Liquemin CY 216 CY 222
1 16.4 175 14.7 16
2 16 174 15 152
3 153 166 145 148
4 138 145 12 125
5 143 159 125 129
6 122 14 10.1 1
7 159 17 14.1 145
X 148 161 133 138
SH 03 02 04 04

P P < 0.001° P < 0001" P < 0001°

* Kontrol grubuna gore anlamhlik diizeyleri.

(Cm)

+

w

F— Sekil: 2

Liquemin ve CY 216, CY 222

kodlu LMWH fraksiyonlannin
kollagen ile olusturulan
agregasyona etkilerinin
maksimum amplitiid ile

Kontrol Liquemin CY 216 CY 222 gosterilmesi.

~

Maksimum amplitud
e

=]
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Tablo: lii- Liquemin ve CY 216, CY 222 Kodlu LMWH Fraksiyonlarinin
Kollagen lle Olusturulan Agregasyona Etkilerinin Lag Faz
lle Gosterilmesi

Deney No Kontrol Liquemin CY 216 Y 222
1 08 05 16 16
3 13 1 T 2
3 2 16 34 31
4 14 05 25 23
5 14 11 2.7 26
6 24 2 31 3
7 15 12 29 26
X 15 1.1 26 25
SH 0.04 0.04 0.05 0.04
P P < 0005 P < 0.001" P < 0.001"

* Kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyleri.

(Cm)
3
~hp
o
2
L§ J
g Sekil: 3
s Liquemin ve CY 216, CY 222 kodlu
LMWH fraksiyonlannin kollagen
L ile olugturulan agregasyona
Kontrol Liquemin CY 216 CY 222 etkilerinin lag faz ile gosterilmesi.

Kollagen ile olusturulan trombosit agregasyonuna, liqueminin etkisi agre-
gasyonu arttiric1 ydonde, CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH fraksiyonlarinin etkisi
ise azaltica yonde olmaktadir.

TARTISMA

Heparin ve farkhh molekiiler agirlikta olan heparin fraksiyonlarimm, farkh
antikoagiilan aktiviteye sahip olduklar: bilinmektedir!6-181%, Ayn; sekilde, hepa-
rin ve farkh molekiiler afirhktaki fraksiyonlarin, trombosit agregasyonu iizerine
farkh etkilerde oldugunu ileri siiren aragtirmalar bulunmaktadir®-7-12-18,
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Bizim galigmalarimiz, liqueminin ADP ve kollagen ile olusturulan agre-
gasyonu kuvvetlendirdigini gosterdi. Diger aragtiricilar da unfraksiyone heparin
-preparatlarimin  trombosit agregasyonunu onemli derecede arttirdiim goster-
mislerdir*”. Bu durum, unfraksiyone heparinde yiiksck molekiiler agirlikli hepa-
rinin bulunmas: ile agiklanabilmektedir. Ticari heparinlerde diigiik ve yiiksek
molekiller agirhkh fraksiyonlar igerirler. Bu yiizden liqueminin de agregasyonu
arttina etkisi, igerdigi yitkksek molekiiler agirhikhi heparin fraksiyonu nedeniyle-
dir!8,

Daha 6nce yapilan bir kisim galismada, LMWH fraksiyonlarinin agregas-
yona neden oldugu, fakat bunlarin unfraksiyone heparine gore ¢ok daha az etkili
olduklar1 belirtilmistir*S. Baz: aragtinicilar, LMWH fraksiyonlarinin agregasyonu
arttiric etkisi olmadigini®, bazilari ise agregasyonu azaluc etkisi oldugunu bildir-
mislerdir 1218,

Bizim deneylerimizde, CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH’in ADP ve kolla-
gen ile olusturulan agregasyonu azalttifi gozlendi. Sonuglarimiz LMWH frak-
siyonlarinin, zayif bir etki de olsa, agregasyon olusturucu etkisi oldugunu ileri
siiren literatiirlerle®> uygunluk gostermemektedir. Buna kargm, agregasyonu in-

hibe ettigini ileri siiren literatiirlerle paraleldir’-1218,

Deneyler sonucunda gozlenen liqueminin agregasyonu arttirici yonde et-
kili olmasi, LMWH fraksiyonlarinin ise azaltict yonde etkili olmas: durumunun
nedeni tam olarak aydinhga kavusmamigtir. Fakat bazi ¢aligmalar bu farkh etki-
lerin, trombosit prostaglandinlerinin sentezini heparin ve fraksiyonlarimin farkh
sekilde etkilemesi sonucu oldugunu ortaya koymuslardir®7-18, Ayrica farkli mo-
lekiller agirhiktaki fraksiyonlar AT III igin disiik ya da yiiksek affiniteye sahip-
tir’-16, Bu durumun agregasyonla iligkili olup olmadif konusu baz aragtiricilar

tarafindan incelenmis olmasina ragmen kesin bir sonuca varilamamustir®”.

Bu in vitro galigmalarin 1giginda liquemin, trombosit agregasyonuna bagh
olarak trombozun gelismesinde risk faktorii olabilir. Diger yandan LMWH ise
risk faktorii degildir.
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