I - GIRIS VE AMAC

Tip 2 diyabetes mellitus (DM) eriskin doénemin sik goriilen kronik
hastaliklarindan olup, kontrol altina alinmadiginda viicuttaki tiim sistemleri etkilemekte
ve ¢agimizin Onemli morbidite ve mortalite nedenlerinden birini olugturmaktadir.
Hemostatik sistem morbidite ve mortalite de 6nemli rol almakta ve patogenezinde
trombositlerin dnemi ortaya ¢ikmaktadir. DM’li hastalarda trombositlerin bazal ve
uyarict etkenler (kollojen, ADP, trombin, epinefrin, hiperglisemi, enfeksiyonlar, akut
stres durumlar1 vb.) ile artmig adezyon ve agregasyon gosterdigi in vivo ve in vitro
calismalarla tespit edilmistir. Ozellikle antikoagulan almayanlarda aktive olmus
trombositler vaskiiler endotel hiicrelerini, 16kositleri ve monositleri etkileyerek
mikroagregasyon ve tromboembolik komplikasyonlara yol acarlar.

Trombositlerin tip 2 DM’lu hastalardaki tromboembolik komplikasyonlarin
etiyopatogenezindeki rolii ¢esitli calismalarda desteklenmistir. Bu calismalarda
trombosit aktivasyon gostergelerinden 6zellikle GPIIb/IIla (CD41/CD61), CD62p (P
selektin) ve CD63, diizeylerinin diyabetik hastalarda daha ¢ok arttig1 tespit edilmistir.

Biz de bu ¢alismada, aspirin ve analjezik almayan, akut enfeksiyonu ( viral,
bakteriyel, fungal ve paraziter ) olmayan, daha 6nce embolik hadise gegirmeyen tip 2
DM’lu hastalardaki bazal trombosit aktivasyonunun; HbAc diizeyi, diyabetin siiresi,
yas, DM tedavisi (oral antidiyabetik, insiilin ve diyet) ve sigara i¢imi ile iligkisini
arastirmay1 planladik. Calismamizda trombosit fonksiyonlarini incelemek i¢in daha
avantajli oldugu, trombosit aktivasyonu ile ilgili degisiklikleri, aktivasyonun boyutunu
daha spesifik olarak belirleyebilmesi nedeniyle akim sitometrisi yontemi tercih edildi.
Trombositlerin spesifik gostergesi olarak CD41 monoklonal antikoru, trombosit
aktivasyonunu belirlemek icin CD62p, CD42b ve CD61’e karst gelistirilmis
monoklonal antikorlar kullanildi.

Tip 2 DM’li hastalarda trombosit aktivasyonuna bagl gelisebilecek patolojilerin
onceden belirlenebilmesi, buna yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilmesini

saglayacaktir.



II - GENEL BiLGILER

TiP 2 DIiYABETES MELLITUS

Tanmm-Tarihge

Diyabetes Mellitus, hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmalarimin  bozuklugu ile seyreden, kronik ve progresif bir hastaliktir.
Seyri sirasinda mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve noropatik komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Pankreas insiilin sekresyonunun mutlak veya rolatif yetersizligi veya
insiilin etkisizligi veya insiilin molekiiliindeki yapisal bozukluklar sonucunda olusan bu
hastalik etyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen 6zelliktedir ve bir sendromdur.

Bilinen en eski hastaliklardan olan DM, 20. yiizyilin en biiyiik halk saglig
sorunu olup, 21.yiizyilda da sorun olmaya adaydir. ilk olarak Kapadokyali Arateus, ¢cok
idrar yapan ve kilo kaybeden insanlar sifonlu ficiya benzeterek hastalia ‘Diabetes’
adin1 vermis ve klinik bulgular ile tan1 koymusken, 7.yiizyilda Misirli, Hintli ve
Cinlilerce idrarin sekerli oldugu tadilmis ve ‘Lemadhumeha’ balli idrar tanimlamasi
yapilmugtir. 11. yiizyilda ibn-i Sina, kaynatilan idrardaki tortuda bal tadim belirlemistir.
Daha sonralar1 laboratuar yontemleri oénem kazanmistir. 16. yiizyilda ‘Thomas Willis’
idrarda seker tayini yapmis ve’Claude Bernard’ kan sekeri 6l¢iimiinii gerceklestirmistir.
1800’lii yillarda Fehling idrarda glukozu kantitatif olarak tayin metodunu gelistirmis ve
aseton tayini yapilmaya baglanmistir. 1900°1lii yillarda ise hastaligin etyopatogenezi ile
ilgili pek cok bilgi edinilmistir. Halen immunolojik ve genetik calismalar ile yeni
bilgiler kazanilirken hastali§in 6nlenebilmesi yoniinden c¢aligmalar devam etmektedir.
Yaygin ve sik goriilen endokrin ve metabolik bir hastalik olan DM, bati toplumlarinda
en Onde gelen 6liim nedenlerindendir (1).

1994 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore asikar diyabetik insan sayis1
110.4 milyondur. Eger bu hizla artmaya devam ederse 2010 yilinda bu say1 iki misli
olacaktir. Ulkemizde de bilinen diyabetik insan sayis1 yaklasik 3 milyondur.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore de 2000 yilinda 20-79
yas grubundaki prevalans %4.6’dir. Bu durum Kuzey Amerika’da %7.8 Tirkiye’ninde
bulundugu Dogu Akdeniz ve Ortadogu iilkelerinde %7.7 olarak bulunmustur. 2025

yilinda diinya genelinde 300 milyon insanin diyabetik olmas1 dngoriilmektedir (1).



Ulkemizde yapilan en genis calisma ise Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Arastirmas1 (TURDEP) olup, 20 yas veya lizerinde bulunan, %55’1 kadin toplam 24788
hastadan olusan, popiilasyon bazli kesitsel bir alan ¢alismasidir. TURDEP caligsmasinda
DM prevalanst %7.2 (daha once tani1 almamis yeni DM %2.3) ve glikoz tolerans
bozuklugu (IGT) prevalanst %6.7 (Diinya ve Avrupa popiilasyonlarina gore
standartlastirilmis diyabet prevalanst %7.9 ve %7.0) bulunmustur. Kadinlarda DM, IGT
ve obezite ( Ozellikle kirsal kesimde) daha yiiksek oranda tespit edilmistir (2). Gokgel ve
arkadaslarinin Adana’da yapilan ¢alismaya 1.637 randomize se¢ilmis, 20—79 yas arasi
eriskin birey alinmis ve erkelerde DM prevalanst %12.9 ve kadinlarda %10.9 iken
toplam prevalans %11.6 olarak bulunmustur (3). Kelestimur ve arkadaslarinin
Kayseri’de 30 yas iizerinde 1774 eriskinin 1452’sinde yapilan oral glikoz tolerans testi
(OGTT) sonrasinda %4 DM , %2.9 tan1 konulmamig DM ve %9 IGT tespit edilmis olup
toplam IGT ise %15. 9 olarak bulunmustur (4).

Diyabetin Simiflamasi

Son yirmi yil iginde tip 2 diabetin tamis1 énemli dlgiide degismistir. Ik kez
1979°da Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Diyabet Veri Grubu (National Diabetes
Data Group) tarafindan DM’un ilk simiflamast yapildi. Diinya Saglhk Orgiitii, 1980 ve
1985 yillarinda bu siniflamay1 temel alarak yeniden diizenledi. Bu siniflama uluslararasi
kabul gérmiis olup yaygin olarak kullanilmaktadir. Jiivenil DM yerine bu duruma daha
uygun olan ‘insulin dependent diabetes mellitus’ (IDDM) veya tip 1 DM tanimlamasi
kullanilmaya baglandi. Daha siklikla erigkin yasta ortaya cikan diyabet ise ‘noninsulin
dependent diabetes mellitus’ (NIDDM) veya tip 2 DM olarak isimlendirildi.
Etiyopatogenezinde insiilin direncinin agirlikli olarak rol aldigi tip 2 DM, siklikla
eriskin yaslarda ortaya ¢ikmasina ragmen, son yillarda goriilen dengesiz beslenme ve
obezite ile birlikte cocuklarda giderek artan oranlarda goriilmeye baslamistir (5).

Ik kez 1979 yilinda smiflandirilan ve daha sonra degisik siniflamalar yapilan bu
hastalik grubu i¢in Diinya Saglik Orgiitii ve Amerikan Diyabet Birligi ( ADA ) son

olarak 1998'de yeni bir siniflama 6nermistir. Bu yeni siniflama Tablo 1°de gosterilmistir

(5).



Tablo 1: DM’un 1998’deki Simiflandirilmasi

A-Tip 1 DM: B hiicre hasarma bagl insiilin yetersizligi ve ketozis

1- Tip 1A (otoimmun etiyoloji)

2- Tip 1B (idiyopatik, otoimmiin etiyoloji gosterilemeyen olgular)

B-Tip 2 DM: Degisik derecelerde insiilin yetersizligi ya da insiilin direnci

C-Diger spesifik tipler

1- Endokrin hastaliklara sekonder

»

LR R R R N R

3-Beta hiicre fonksiyonlarinda bozukluga yol acan genetik

nedenler

»
»

B3

»
»

Cushing sendromu
Hipofizer jigantizm
Akromegali
Feokromasitoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma

Digerleri

Maturity onset diabetes of youth (MODY)
20. kromozomda HNF 4a

(MODY-1)
7. kromozomda glukokinaz (MODY-2)
12. kromozomda HNF la

(MODY-3)
13. kromozomda IPF-1 (MODY-4)
HNF-1p geninde mutasyon

(MODY-5)
2q geninde NeuroDI/BETA-2 (MODY-6)
Digerleri

4- Insiilin reseptor gen mutasyonlari

»
»
»
»
»

Tip A insiilin rezistansi
Leprechaunism
Rabson-Mendenhall sendromu
Lipoatrofik diyabet

Digerleri

5- immiin kaynakh nadir diyabet formlar

»

I A

Poliglandiiler sendromlar

“Stiff Man” sendromu

Anti-insiilin reseptor antikorlar

Otoimmiin insiilin sendromu (instilin antikorlarr)

Digerleri

2- Sekonder nedenler

»

LA R B B I JNE N 4

Kistik fibrozis

Talasemi

Hemokromatozis

o-1 antitripsin eksikligi

Kronik veya tekrarlayan pankreatit
Neoplazi

Travma/Pankreatektomi
Fibrokalkiiloz pankreatopati

Digerleri

6- Nadir genetik hastaliklar

L B R 2R I R 2N N 4

A4

Down sendromu

Klinefelter sendromu
Prader-Willi sendromu

Turner sendromu

Wolfram sendromu (DIDMOAD)
Lawrence-Moon-Biedel sendromu
Miyotonik distrofi
Ataksi-telenjiyektazi

Porfiri

Friedreich ataksisi

7- Enfeksiyonlara sekonder

»
»
»

Konjenital rubella
Sitomegaloviriis

Digerleri

8- Kimyasal ajanlara ve ilaglara bagh olarak gelisen

»

LR R B I R O R B B 4

Glukokortikoidler

Tiazid grubu ditiretikler
L-asparaginaz

Tiroid hormonu

Nikotinik asit

Pentamidin

Vacor

Alfa-adrenerjik agonistler
Beta- adrenerjik agonistler
Interferon-a tedavisi

Digerleri

D-Gestasyonel diyabet: Gebelik esnasinda ortaya ¢ikan ve daha 6nce herhangi bir glukoz tolerans bozuklugu tespit

edilmemis olanlardaki glukoz intoleransina denir.



Epidemiyoloji

Epidemiyolojik  ¢alismalar 1970’lerde  fark edilen ‘diyabet epidemisi’nin
tanimlanmasinda 6nemli rol oynamistir. Pima Kizilderelilerinde (6) ve Pasifikteki
Mikronezya Naurulularinda (7) ve ardindan diger Pasifik ve Asya adalarinda asiri
yiiksek diyabet prevalansi bildirilmistir. Bu ¢calismalar gostermistir ki, geleneksel yagam
tarzindan batili yagam tarzina gecilmesi obesite, egzersizde azalma, beslenmede belirgin
degisiklikler ve son olarak tip 2 diyabet gibi sonuglara neden olmaktadir. Yapilan pek
cok calismada tip 2 diyabetin ¢ogu gelismis lilkede epdemik oranlarda seyrettigini
gostermistir. Diyabet simdiden c¢ogu iilkede ilk bes Olim nedeni arasinda yer
almaktadir. Tablo 2 diinya capinda diyabetli hasta sayisinin izledigi trendi
gostermektedir (8).

Tablo 2: Diinya capinda tip 1 ve 2 diyabetli hasta sayisina yonelik 1997-2010 yillar

icin tahmini degerler

Diyabet tipleri 1997 2000 2010

Tip 1 3.5 milyon 4.3 milyon 5.3 milyon
Tip 2 119.2 milyon 147.2 milyon 212.9 milyon
Tip1+Tip 2 122.8 milyon 151.2 milyon 218.3 milyon

Tip 2 diyabet epidemisi sadece insidans artis1 ile degil, ayn1 zamanda mortalite hizlari

da goz Oniine alinarak degerlendirilmistir.

Etiyopatogenez

Her ne kadar tip 2 diyabetin klinik belirtileri gogunlukla 40 yagsin iizerinde ortaya ¢iksa da ve
artan viicut agirligr ile iliskili olsa da, genetik faktorlerin patofizyolojide baskin rol oynadigi
goriillmektedir. Ikizlerde ¢ok yiiksek bulunan uyum oram, farkli sosyal cevrelerde
biiyiitiilseler bile, ikizlerden birinde tip 2 diyabet goriildiigiinde digerinde de sonraki
yillarda klinik olarak belirgin tip 2 diyabet gelisme olasiliginin ¢ok yiiksek oldugu
anlamina gelmektedir. Genetik predispozisyon bu nedenle major bir belirtectir ve diyabetik
fenotipin olusmasinda cevresel faktorlerin sadece kiiciik bir etkisi olabilir. Bununla

birlikte, yasam tarz1 ve diger sosyal degiskenlerin oldukg¢a biiyiik bir klinik 6nemi vardir.



Bu faktorlerin hastaligin baslangici ve olasi koruyucu yaklasimlarin uygulanma sansi
tizerine giiclii etkileri vardir.

Glikoz homeostazisi géz Oniine alindiginda, klinik agidan asikar tip 2 diyabet, tipik
olarak asagidaki sira ile geligsen ve hastalik siirecinin farkli evrelerini temsil etmesi olasi

lic patofizyolojik fenomen ile karakterizedir:

+ Insiilin duyarliliginda azalma veya insiilin direnci
* Goreceli insiilin yetersizligi ile birlikte pankreas
beta-hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu

« Karacigerde glikoz iiretiminde artis

Pek ¢ok epidemiyolojik arastirma gostermistir ki, ylikselmis aglik kan sekeri ile birlikte
karacigerde glikoz liretiminin artmasi tip 2 diyabetin goreceli olarak geg bir fenomenidir.
Tip 2 diyabet, bozulmus insiilin islevi (insiilin direnci) ve/veya bozulmus insiilin
sekresyonu sonucunda ortaya c¢ikar. Insiilin direnci hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda
karakteristik bir metabolik bozukluktur. Asikar hipergliseminin gelisiminden Once
ortaya ¢ikar. Bozulmus insiilin islevi pek ¢ok dokuda kendini belli eder 6rnegin iskelet
kasi, yag dokusu ve karaciger gibi. Bozulmus islevi telafi edbilmek icin pankreas
dokusundan insiilin sekresyonu artar. Kompansatuvar hiperinsiilinemi glikoz seviyesini
normal diizeyde tutar, ancak diyabet gelismeye egilimli vakalarda, beta hiicre aktivitesi
azalir; bu durum hiperglisemik diyabet evresini hazirlar. Vakalarin kii¢iik bir kisminda
diyabet, insiilin sekresyonundaki primer bir defekt sonucu gelisir. Her yil IGT olan
kisilerin %2 ila %14’ilinde (ortalama %35) tip 2 diyabet gelisir (9). Tip 2 diyabet i¢in risk
faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez seklinde ikiye ayrilabilir (Tablo 3).

Tablo 3: Tip 2 diyabet icin degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri

Degistirilebilir Degistirilemez

e Obezite e FEtnik kdken

e Santral Obezite e Yas

o Fiziksel aktivite yetersizligi e Cinsiyet

e Sigara kullanma e Genetik faktorler

e Alkol kullanma e Hipertansiyon 6ykiisii

o Diisiik lifli gidalarla beslenme e Pozitif aile oykiisii

e Asiri doymus yaglarla beslenme e Dislipidemi oykiisii
e Gestasyonel DM oykiisii
e Diisiik dogum agirhigi
e Glikoz intolerans dykiisii




Diyabetes Mellitusun Komplikasyonlari

DM’lu hastalarin tedavisinde insiilinin kullanilmaya baslanmasi yagam siiresini
uzatirken, baz1 komplikasyonlar1 da beraberinde getirmistir. Tip 2 DM'un
komplikasyonlar1 kabaca akut ve kronik olarak iki gruba ayrilabilir (Tablo 4). Ayrica tip
2 DM’un goriilen en sik akut komplikasyonlar1 arasinda diyabetik ketoasidoz ve

hipoglisemi sayilabilir.

Tablo 4: Tip 2 Diyabetin Komplikasyonlar:

Akut Komplikasyonlar Kronik komplikasyonlar

Mikrovaskiiler komplikasyonlar =~ Makrovaskiiler komplikasyonlar

o Ketoasidoz e Retinopati o Aterosklerozis
¢ Hipoglisemi e Nefropati ¢ Hipertansiyon
e Kilo kayb1 ve kilo alim1 e Noropati e Miyokardiyal hastaliklar

e Insiilin alerjisi

¢ Enfeksiyona egilim

Diyabetin Kronik Komplikasyonlari

Tip 2 DM’un kronik komplikasyonlar1 genellikle mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
sistemi ilgilendirir. Kronik hiperglisemi uzun siirede cesitli organlarda fonksiyon
bozukluklari, hasar ve yetmezlik tablosu olusturabilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar;
retinopati, nefropati ve néropati olmak iizere {i¢ ana baslik altinda toplanabilir (10, 11).
Makrovaskiiler komplikasyonlar; koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler olaylar ve
periferik vaskiiler hastaliklar olup, daha cok lipid metabolizmasi ve pihtilasma

mekanizmasindaki bozukluklar sonucunda meydana gelmektedirler (11).

Kronik hastaligin siiresi, metabolik bozukluklar (hiperglisemi de dahil olmak {izere) ve ge-

netik faktorler de bu patolojik siirecte rol oynamaktadir. Literatiirde klinik olarak asikar



diyabeti olmaksizin, tiim mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelistigi vakalar bildirilmistir.
Abdella ve arkadaslar1 IGT olan 47 yasinda bir hastada nefrotik sendrom ve bobrek
yetmezligi, ayrica fundoskopi ile goriilen proliferatif retinopati tespit etmislerdir (12).

A- Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetli hastalarda kardiyovaskiiler hastalik en 6nde gelen mortalite nedenidir.
Oliimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu koroner kalp hastaligina baghdir ve yasa gore
eslestirilmis diyabeti olmayan kisilere gore, 6zellikle kadinlar basta olmak {izere, risk 2
ila 4 kat daha fazladir (13). Gu ve arkadaslar1 Ulusal Saglik ve Beslenme Anketlerinden
(NHANES) yararlanarak yetiskin  diyabetli hastalari normal kontrollerle
karsilastirmislardir.  Ilk  anketin  sonuglar1  (1971-75) ikincisi ile (1982-84)
karsilastirildiginda; diyabeti olmayan erkeklerde yasa gore diizeltilmis kalp hastalig
mortalitesi %36.4 azalirken bu oran diyabetli erkeklerde azalma %13.1 olarak
gergeklesmistir. Diyabeti olmayan kadinlarda %27 azalma goriiliirken diyabetli
kadinlarda ise %23 artis goriilmiistiir (14).

Haffner ve ¢alisma arkadaglari, tip 2 diyabeti olan Finli hastalarla kontrolleri
koroner kalp hastaligi mortalitesi agisindan karsilastirmiglar ve ge¢misinde higbir
kardiyak problem olmayan diyabetlilerde dahi c¢ok daha fazla risk bulundugunu
gormiislerdir (15-20). ilk kardiyak olaydan sonra diyabetli hastalarin %50'si bir yil
icinde dlmekte ve bunlarin yaris1 hastaneye dahi ulasamamaktadir (16). Oldukga yiiksek
olan mortalite riskini azaltabilmek ic¢in primer korunma yaklagimlarina gereksinim
vardir. Hem tip 1 hem de tip 2 diyabette goriilen makrovaskiiler hastalik tanisi ciddi bir
problemdir. Makrovaskiiler hastalik etyolojisi, hiperglisemide belirgin rol oynamakla
birlikte, pek ¢ok faktdre baglidir. Tip 2 hastalarinda pek ¢ok kardiyovaskiiler risk faktorii
mevcuttur ve bunlar insiilin direnci sendromunun bir kismim olustururlar. Literatiirde
hipergliseminin koroner kalp hastalig1 agisindan bagimsiz bir risk faktorii olmasi ile ilgili
olarak kayda deger bir tartisma s6z konusudur. Balkau ve arkadaglar1 Paris Prospektif
Caligmasinin (Paris Prospective Study) mortalite verilerini gozden gegirmisler ve glikoz
dagiliminin st seviyelerinde, 6liim riskinin yiikselen aglik ve 2 saatlik glikoz seviyeleri ile
stirekli olarak arttigin1 bulmuslardir (17). Son dénemde yapilmis 20 ¢alismanin meta
regresyon analizi yapildiginda Coutinho ve arkadaslari (18) aglik, 1 ve 2 saatlik glikoz
diizeylerinin yiiksekliginin kardiyovaskiiler olay riskini arttirdigimi tespit etmislerdir.
DECODE c¢aligmasi 25.000'n tizerinde hastay1 kapsamaktadir ve ortalama takip siiresi 7.3
yildir (19). Bu caligma glikoz yiiklemesinden 2 saat sonra yiiksek bulunan kan glikoz



konsantrasyonun, aglik kan glikoz diizeylerinden bagimsiz olarak, 6liim riskinde artis ile
iligkili oldugunu gostermistir. Bu caligmalar bir neden sonug iligkisini gdstermemekle be-
raber glikoz diizeylerinde artis ile birlikle altta yatan kardiyovaskiiler risk faktérlerinde bir

kotiilesme olabilecegine isaret etmektedirler.

B-Mikrovaskiiler komplikasyonlari:

Mikrovaskiiler hastaligin patolojisinde yer alan mekanizmalar

a-Ileri glikolize son iiriinlerin olusumu
Yiiksek glikoz konsantrasyonu proteinlerdeki amino gruplarinin glikolizi ile ileri glikolize
son tlrilinlerin (AGE-advanced glycosylation end products) olugmasina yol agabilir.
Bu {iriinlerin olusumu ve depolanmasinin uzun dénemde ortaya ¢ikan mikrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisimine katki yaptigi diisiiniilmektedir. AGE'ler reseptorlere
baglanirlar ve makrofajlarda veya vaskiiler endotel hiicrelerinde sinyal
transdiiksiyonunda degisikliklere yol acgarlar. Vaskiiler endotelyel biiylime faktoriiniin
(VGEF) ekspresyonunu, AGE'lerin ve oksidanlarin arttirdigina dair yeni bulgular
mevcuttur. VGEF vaskiiler permeabiliteyi arttirarak retinada angiogeneze neden olur

(20, 21).

b-Aldoz rediiktaz aktivitesinde artis

Aldoz rediiktaz enzimi retina, bobrek ve sinirlerin hepsinde de bulundugundan, aldoz
rediiktaz yolu ile ilgili pek c¢ok c¢alisma yapilmistir. Hiperglisemi bu enzimin
etkinliginde artisa neden olmakta ve daha ¢ok glikoz sorbitol'e doniistiiriilmektedir.
Sorbitol yavas metabolize edilir ve sorbitol'iin ndropati ve retinopati nedeni
olabilecek diger metabolik degisikliklere yol acabilecegi varsayilmaktadir. Bu yolun

diyabetik noropati ile iligkisi en ¢ok iizerinde arastirma yapilmis konudur (22).

c-Asir1 oksidan olusumu

Oksidan olusumunda artis pek c¢ok farkli kaynaktan beslenir, Ornegin glikoz
otooksidasyonu, protein glikasyonu ve serbest radikal olusumu gibi. Oksidanlar, diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunda artis, proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve
DNA'da artma da dahil olmak iizere pek c¢ok hiicresel islevi etkileyebilirler. Ek olarak
oksidanlarin artmasi nitrik oksidin (NO) azalmasina yol agarak vazokonstriiksiyon ve

hipoksiye neden olabilir. Yakin zamanda yapilmis bir diyabetik retinopati ¢aligma-



sinda vitamin E doz-bagimli sekilde kullanilmig (1000-2000IU giinliik) ve sonugta tip
1 diyabet hastalarinda retinal kan akimi degisikliklerinin normallestigi goriilmiistiir

(22).

d-Sinyal transdiiksiyon yollarinda degisiklikler

Hiperglisemi ile birlikte sinyal iletiminde pek ¢ok degisiklik meydana gelir. Uzerinde
en ¢ok calisma yapilmis yol diagilgliserol, protein kinaz C (DAG- PKC) yoludur.
Hiperglisemi, DAG ve PKC etkinligini pek ¢ok aracilik eden maddeler {izerinden artirir
ve bu durum hiicrede sayisiz anormalliklere neden olur. Bunlarin arasinda bazal
membranda kalinlasma, permeabilite artisi, koagiilasyon ve kasilabilme yeteneginde
bozukluklar, angiogenezde artis ve kardiyomiyopati sayilabilir. Spesifik bir PKC beta
izoform inhibitoriiniin kullanildig1 calismalarda kardiyovaskiiler hastalik, retinopati
ve nefropatide gorillen hemodinamik degisiklerin dahi ge¢ ortaya c¢iktigt
gozlemlenmistir. Ila¢ olarak kullanimi i¢in klinik c¢alismalar, makiiler 6dem ve
neovaskiilarizasyon saptanan hastalar iizerinde devam etmektedir. Bu ¢alismalarda gérme
kaybinin 6nlenip dnlenemeyecegi test edilmektedir (23).

Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin patogenezini aciklamaya yoOnelik
gelistirilmis olan pek ¢ok teoriden yola ¢ikarak sunu soyleyebiliriz: tiim teorilerde kan
glikoz diizeyinin yiiksekligi yer almaktadir ve kan glikozu optimal diizeyde kontrol

edilmelidir (24).

1. Diyabetik Nefropati

Gelismis iilkelerde son donem bobrek yetmezliginin (SDBY) en sik nedeni
diyabetik nefropatidir. Tip 2 DM’de, diyabet tanist konulmadan yillar 6nce nefropati
gelismekte ve nefropati tanis1 bazen SDBY gelisene kadar gecikebilmektedir (Tablo 5)
oysa Tip 1 DM’li hastalarin yaklasik %30-40’inda nefropati ortaya ¢ikmakta ve bu
hastalarin ¢ogunlugunda klinik nefropati gelistikten sonraki 10-15 yil igerisinde bobrek
yetmezligi olugmaktadir (1, 26, 67).

Tersine tip 2 diyabetli hastalarda, metabolik sendrom ve obezite nedeniyle
hipertansiyon mevcuttur. Bobrek otoregiilasyonunun kaybina bagli  bulgular
sergileyebilirler, bu durum glomeriilleri etkilemesi nedeniyle yiiksek kan basinci ile
sonuclanabilir (25). Tip 2 diyabette GFR'deki azalma oldukca hizlidir. Bu nedenle tip 2

diyabeti olan proteintirili hastalarin prognozu kétiidiir, bu durum sadece bobrek hastaligina
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ve gizli SDBY'e bagli degil aynen kardiyovaskiiler mortalite riskindeki artisa da baghdir,

risk faktorlerini kontrol altina alan yeni ajanlarla Onlenebilir. Beta blokerlerle disritmi,

ditiretiklerle asir1 siv1 yiikii, anjiotensin doniistiiriicti enzim (ACE) inhibitdrleri ile bobrekteki

basing artis1 ve kardiyak bozukluklar kontrol altina aliabilir (26).

Tablo S: Diyabetik Nefropati gelisindeki evreler ve 6zellikleri (67)

Evreler

Ozellikleri

Evre |
(Tan1 6ncesi diyabet
olmaksizin klinik tant)

Evre Il
"Sessiz evre"

Evre Illa

Evre I1Ib

Evre IV
Asikar diyabetik
nefropati

Evre V

Normal serum kreatinin ve yiiksek GFR (ancak tip 1 diyabetteki 6l¢lide
degil). Esansiyel hipertansiyon metabolik sendrom ve tip 2 diyabetle
iligkili olabilecegi i¢in kan basinci yiikselebilir.

Hipergliseminin tam1 ve tedavisinden sonra anormal albuminiiri
genellikle goriilmez. Daha iyi bir glisemi kontrolii ile GFR hafif¢e
diigebilir. Kan basinci yiikselme egilimindedir.

Yillarca diyabet tanisinin koyulamadigi durumlarda klinik
tanida mikroalbuminiiri saptanabilir.

Diyabetle yasadiktan bir siire sonra kan basinci yiikselmesi ve
glisemi kontrolii nedeniyle normoalbuminiiriden tipik sekilde
mikroalbuminiiri gelisebilir. Boyle hastalarda hipertansiyon siktir.
GFR hala normaldir.

Diyabetten 10-15 yil sonra tipik proteiniiri metabolik kontrol ve kan
basincina bagli olarak GFR degisken derecelerde azalir.
Kardiyovaskiiler hastalik siktir. Biyopside bu hastalarda tipik
lezyonlar s6z konusudur nadiren baslangicta hastalar degisiklik
gostermez.

Geg evre, bobrek yetmezligi veya hemen oncesi

Giliniimiizde tedavideki esas hedefin kan basincini normale dondirmek oldugu

asikardir (27, 28). Ayrica hipergliseminin diyabetik bobrek hastaliginin gelisiminde temel

risk faktorii oldugu da aciga kavusmustur. Genetik faktorler heniiz tanimlanmamistir ve

genetik faktorlerin karar verici karakterde olduguna dair elimizde veri yoktur ancak

gelisime etki edebilirler.
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2.Diyabetik Retinopati

Diyabetik Retinopati (DR), diyabetin goézle iligkili en sik rastlanilan kronik
komplikasyonu olup, diyabet tanist1 konuldugunda anjiyografi ile % 90 oraninda
saptanabilmektedir. Tam gorme kaybi olan diyabetiklerin %85’inde korliik nedeni
retinopatidir. DR gelisimine neden olan en 6nemli faktorler hiperglisemi ve siiresidir.
Sadece hiperglisemik etki damarlardaki otoregiilasyonu bozabilmektedir. Kronik
hiperglisemi gostergesi olan HBA |, diizeyinin artmis olmasi ve beraberinde genetik
yapinin uygunlugu diyabetik retinopatiyi hizlandiran diger etkenlerdir (29-30). DR’deki
erken histolojik degisiklikler; retinal kan akiminda degisiklikler, bazal membranda
kalinlagsma, kapillerlerin ¢apinda artma, trombojenik prostaglandinlerin artmis sentezi,
eritrositlerin deformabilite 6zelliklerinin azalmasina bagli olarak damar i¢ ¢eperine
yapismalari, trombosit agregasyonunun artmasi, asir1 glikolize olmus {rilinlerin
damardaki birikimi, artmis vaskiiler gegirgenlik, eritrositlerdeki degisiklikler, hizlanmis
fibrinojen tiiketimi ve fibrinolizisin azalmasidir. Hiperinsiilineminin uyardigi insiilin
benzeri biiyiime hormonu, proinsiilin seviyelerindeki degisme, karsit insiilin
hormonlarin (adrenalin, glukagon, kortizon ve biliylime hormonu) uyarilari epitel
biiyiime faktorlerinin etkisini arttirict olaylar perisit endotel hiicrelerinin say1 ve
fonksiyonunu etkilerler. Biitiin bu degisiklikler sonucunda kapillerlerin okliizyonu ve

hipoksemiye maruz kalan retinada iskemik adaciklar olusur (31, 32).

3. Diyabetik Noropati

Diyabetik noropati; klinik ve subklinik bir tablo ile karsimiza ¢ikabilen,
proksimal ve distal periferik sinirleri, otonom sinir sistemini, sensoriyal ve motor
sinirleri etkileyen diyabetin sinir sisteminde yaptigi hasara denilmektedir. Diyabetik
noropati heterojen bir 6zellik tagimaktadir (33)(Tablo 6). Subklinik ndropati ise klinik
semptomlarin asikar olmadig elektrofizyolojik testler ve otonomik fonksiyon testleri ile

saptanan bozukluk olarak tanimlanmustir.
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Tablo 6: Diyabetik noropatinin siniflandirilmasi (67)

Noropati Tipi Alt-smiflar
1. Hizla diizelen noéropati % Hiperglisemik ndropati
2. Kalic1 simetrik polindropati +»+ Distal somatik sensorimotor noropati

¢ Otonom ndropati

% Kiigiik lif tutulumu

3. Fokal/multifokal ndropati % Kranial néropati

« Torako-abdominal noropati

« Kompresyon ya da tuzak noropatileri
¢ Proksimal noéropatiler

+ Fokal ekstremite tutulumu

Diyabetik noropati olusmasinda; biyokimyasal, hemodinamik degisiklikler ve
genetik yatkinligin da rolii oldugundan bahsedilmektedir (34, 35). Diyabetik ndropatinin
etiyopatogenezinde otoimmiinitenin de yer aldigi diisiiniilmektedir. Ayrica alkol ve
sigara kullanimimin ndropati riskini arttirdigini gosteren ¢ok merkezli caligsmalar
mevcuttur (35, 36). DM’de artmis oksidatif stres, olusan hidroksil radikalleri aracilig
ile endotelyal hiicrelere direkt toksik etki gosterir ve bu da kan-néron bariyerinin
bozulmasina neden olur. Mikrovaskiiler iskemi veya hipoksi progresif noéron hasari ve
kaybina sebep olur. Endondérinal hipoksi ve néron kan akiminin azalmasi ndropatinin
patogenezinde Onemlidir. Olusan bu endondral mikrovaskiiler patoloji hipoksiye yol
acarak segmental demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyona neden olur bu da sinir

ileti hizin1 yavaslatip diyabetik néropati semptomlarina neden olur (33, 35, 37, 38).

TROMBOSITLER

Trombositler megakaryositlerin  (Sekil 2) fragmantasyonu ile olusan,
cekirdeksiz, oval ya da bikonveks disk bi¢iminde niikleus icermeyen sitoplazma

pargaciklaridir. Uzun ¢ap1 2-4 um ve ortalama hacmi 7-10 fl olan bu hiicrelerin ortalama
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yasam siiresi 7-10 giindiir. Bu siirenin sonunda retikiiloendotelyal sistem tarafindan
dolasimdan temizlenirler. Her mikrolitre periferik tam kanda (Sekil 1) yaklasik olarak
150.000-450.000 trombosit bulunur. Hemostazin temel yapi taslaridir (39, 40).

Trombosit Yapisi

Trombosit hiicre yapist (Sekil 3) baslica, trombosit zar1, agik kanalikiiler sistem, hiicre

iskeleti, trombosit graniilleri ve yogun tiibiiler sistem olmak iizere toplam bes boliimde

incelenebilir.

Sekil 1: Periferik yayma trombositler (Prof.Dr. ismet Aydogdu izniyle)
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Sekil 2: Megakaryosit (Kemik iligi) ( Prof.Dr. ismet Aydogdu izniyle)
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e Yodun grandller T

__Acik kanalikiler........
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--Glikojen

e, YoQun titbiler .-
sistem 3

§7 P Peroksizom

— Lizozom

ettt Plazma
membram

Sekil 3: Trombosit Sematik Yapisi (39)
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1. Trombosit Zar
Trombosit hiicre zari, plazma membran1 ve glikokaliks olmak iizere iki alt
yapidan olugsmaktadir. Periferik arter hastaliginda, koroner arter hastaliginda (42),
preeklemside (41), aktif inflamatuvar barsak hastaligi olanlarda (43), trombosit
aktivasyonun gostergelerinin arttigina dair ¢alismalar bildirilmistir. Trombosit
membrant hemostaz, ateroskleroz, tromboz, vaskiiler onarim, anjiyogenesis,
inflamasyon, metastaz ve baz1 immiinolojik olaylarla yakindan iligkilidir (44, 45, 46).
a. Plazma membram
Cift kath glikoprotein ve fosfolipitten olusur. Hiicre membraninda glikoprotein
yapisinda disardan gelen uyarilari hiicre i¢ine ileten adhezyon reseptorleri vardir.
Bilinen kan hiicreleri i¢inde trombosit membrani, en diisiik yiizey alanda en yiiksek
reseptor dansitesine sahiptir. Membran yapisinda ayrica mukopolisakkaritler, Mg
bagimli ATP'az, yiizey iliskili kanalikiiler sistem ve submembran tiibiiler sistem
bulunur. Karbonhidrat kompleksi ise glukoz, galaktoz/mannoz, heksozaminler, siyalik
asit ve frukozdan olusur (45, 46, 47).
b. Glikokaliks
Hiicre tipine gore degisen miktarda olan oligosakkaridler degisik yogunluk ve
kalinlikta glikokaliks isimli bir tabaka olustururlar. Oligosakkarid zincirleri aym
zamanda spesifik molekiiller i¢in reseptdr islevi gormektedirler (45, 48).
2. Ack Kanalikiiler Sistem
Acik kanalikiiler sistem, trombosit yiizey alanin1 genisletmek amaciyla vakuoller
seklinde yiizey membraninin invajinasyonu ile olusan kompleks bir ag olusturmaktadir.
Graniillerin  igerdikleri maddeler kanalikiiler sistem aracilifiyla dis ortama
salinmaktadirlar. Ayni1 zamanda aktivasyon sirasinda trombositlerdeki psddopodlarin
olusumunu ve yayilmasini saglayan plazma membraninin bir deposu olarak islev
gormektedirler (45, 46, 49, 50).
3. Trombosit Hiicre Iskeleti
Trombosit hiicre iskeleti esas olarak aktin filamanlar1 ve mikrotiibiillerden
olusur. Ayn1 zamanda hafif ve agir zincirden olusan miyozin igerir. Bu yap1 trombosit
morfolojisinin devamliligini saglar. Ayrica trombositler uyarildiginda meydana gelen
cesitli kontraktil olaylara aracilik ederler (46, 47).
4. Trombosit Graniilleri

Trombositlerde dort tip depo organeli tanimlanmastir.

16



a. Alfa graniiller: Bunlar kendi i¢inde i¢inde trombosite 6zgii olan ve trombosite
spesifik olmayan plazma proteinleri olarak iki sekilde ayrilabilir (46, 59).
Trombosite 6zgii proteinler:

e PDGF
e Trombospondin
e PF-4 (Trombosit faktor-4 )
e [B-Tromboglobulin
Trombosite 6zgii olmayan plazma proteinleri:
* Fibrinojen

Fibronektin

Alblimin

Faktor V

vWF

Alfa-1 antitripsin

Plazminojen

Alfa-2 antiplazmin

Alfa-2 makroglobulin

Histidinden zengin glikoprotein

Selektin (P-selektin)

b. Yogun graniiller; icinde ise ADP, ATP, GTP, GDP, seratonin, magnezyum,
inorganik fosfat bulunmaktadir.

c¢. Lizozomlar; Bunlarin i¢inde B-Glukorinidaz, asit hidrolazlar, aril siilfataz,
heparitinaz, [-N-asetilglukozaminidaz, [-N-asetilgalaktozaminidaz, B-Galaktozidaz,
noétral proteazlar, a-arabinozidaz, katepsin D ve E bulunur.

d. Peroksizomlar; Bunlarin i¢cinde katalaz, peroksidaz ve diger oksidazlar bulunur (45,

46, 49).

5. Yogun Tiibiiler Sistem

Bu sistem, elektron-yogun materyal varligindan dolay1 bu adi almistir. Selektif
olarak divalent katyonlar1 baglar. Yogun tiibiiler sistem ayrica trombosit siklooksijenaz
ve prostaglandinlerin sentez yeridir. Bu sistem kalsiyum depolanmasi ve
mobilizasyonunda rol oynar. Ayrica peroksidaz aktivitesi gostermektedir ve bu enzim

trombositik seri i¢in bir isaret olarak kullanilmaktadir (46, 49).

Trombosit Membran Glikoproteinleri:

Trombositlerde reseptdr fonksiyonu goren cesitli membran glikoproteinleri
tanimlanmistir (Tablo 7). Trombosit membran1 3 ayr1 major glikoproteinden ibarettir.

Bunlar sirasiyla GP I, GP II ve GP III'diir. Glikoprotein I bolgesinde GP Ia, Ib ve Ic;
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Glikoprotein II bolgesinde GP Ila, IIb ve Glikoprotein III boliimiinde ise GP Illa ve GP
ITIb bulunur. Bunlarin yaninda membranda GP IV ve GP V’de yer alir (50-53).
Glikoprotein la (GP la), trombositlerin kollajen tarafindan aktivasyonunda islev
goriir. Glikoprotein Ib (GP Ib), trombosit membraninda en ¢ok bulunan
siyaloglikoprotein olup, primer fonksiyonu immobilize vWF araciligi ile trombositlerin
vaskiiler subendotelyuma adhezyonuna aracilik etmektir. Disiilfid baglarla bagh o ve
subtinitlerinden olusur (46,54). GP Ib, ayn1 zamanda trombini de baglar. Siyalik asitten
cok zengindir ve membran yiizeyindeki negatif ylikiin biiylik kismin1 olusturur. GP V,

trombin i¢in bir substrat gérevi goriir ve ayn1 zamanda GP Ib ile iligkilidir (46, 55).

Tablo 7: Trombosit Membran GlikoBroteinleri (87)

Glikoprotein (GP) Ligand Islev

GP la/lla Kollajen Adhezyon

GP Ic/lla Fn Adhezyon

GP Ic’/lla Laminin Adhezyon

GP lib/llla Fb, WF, Vn, Fn Agregasyon, Adhezyon

Vitronektin reseptor Vn, vWF, Fn, Adhezyon

GP Ib/IX vWEF, trombin Adhezyon

GPV Trombin Substrat

GP1V TSP, kollajen Adhezyon

GMP - 140 Trombosit-16kosit etkilesimi
Fb: Fibrinojen Fn: Fibronektin Vn: Vitronektin

TSP: Trombospondin  vWEF: von Willebrand Faktor  B:Beta gruplar

GP IIb/Illa (CD41/CD61) fibrinojen reseptorii: GP IIb/Illa reseptori, iki
membran glikoproteininden olusan ve trombosit membrani {izerinde en fazla bulunan
integrindir. Total trombosit proteinlerinin % 1-3'linii olusturmaktadir. CD41/CD61’in a
ve B subiiniteleri non-kovalent olarak birbirine baglhdir. CD41/CD61 istirahatteki
trombositlerin  ylizeyinde kalsiyuma bagli bir kompleks olustururlar (Sekil 4).
CD41/CD61 kompleksinin yaklasik % 70't trombosit ylizeyinde rastgele bir dagilimda
bulunurken, geri kalani ise ylizeyle baglantili kanalikiiler sistem membran1 ve
sitoplazmik o graniil membraninda bulunmaktadir. Tiim CD41/CD61 kompleksleri
trombosit aktivasyonundan sonra membran yiizeyinde eksprese olurlar. Bu kompleks
aktive trombositlerde fibrinojen, fibronektin, vitronektin ve vWF'ii baglayabilmektedir.

Plazma fibrinojeninin olmadigr durumlarda, fibrinojen yerine vWF'in GP IIb/Illa

18



(CD41/CD61)'ya baglanarak alternatif agregasyon mekanizmasini isglettigi gosterilmistir
(46, 48, 53, 54).

Kalsiyum baglayan
bdige

‘\NHZ ucu

GPIllla

- GPlIb
agir
NH, ucu zinciri
Dilsilfid
baglarindan
zengin bélge

GPIllb hafif

---------

Transmembran Stoplazm ik
bdlge uclar

Sekil 4: GP IIb/II1a’mn Yapisal Ozelliklerini Gosteren Bir Sematik Model

Hiicreler yiizeylerinde bulunan glikoprotein yapisindaki c¢esitli reseptorler
sayesinde diger hiicrelerle etkilesirler. Bu glikoproteinler antijenik yapida olup ayni
zamanda hiicrenin kimligini tasirlar. Hiicre ylizeyindeki bu yapilar, giiniimiizde
farklilagsma kiimeleri (CD: Cluster of Differentiation) terimiyle adlandirilmaktadirlar.
Her CD hiicre yilizeyinde bulunan farkli bir antijenik yapiy1 temsil etmektedir.
Trombositlerin  membran  ylizeyinde  bulunan  glikoproteinler  reseptorleri
olusturmaktayken, yine bu alanda yer alan fosfolipidler pihtilasma faktérlerini
olustururlar (46, 55-57).

Sadece trombositte bulunanlar ise sunlardir: CD41, CD42 a, b, ¢, d, CD51,
CD61, CD62, CD63, CD107 a, b (57).

Bunlardan CD42 a, b, ¢ vWF reseptoriidiir. CD42 a, b, c'nin hasarlanmig damar
duvarinda subendotelyumda aciga c¢ikan vWF'e baglanmasi adhezyon i¢in gereklidir.
CD42 a, b, c, eksikliginde Bernard-Soulier sendromu ortaya ¢ikar. CD51 ile CD61
vitronektin reseptoriinii, CD61 ile CD41 fibrinojen reseptoriinii, CD36 kollajen,
trombospondin ve P. falsiparum reseptoriinii olusturur. CD9 sinyal iletiminde rol
almaktadir. CD62 (P-Selektin), CD63 in vitro trombosit aktivasyon gostergesidir. P
selektin o graniil sekresyonunu yansitir. CD61 (Integrin, GP Illa) ise in vivo trombosit

aktivasyon gostergesi olarak da kullanilmaktadir (Tablo 8) (46, 58).
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CD63, 50 kd olup aktive trombositlerde monosit ve makrofajlarda da ekspre
edilmektedir. CD63’1in 4 adet hidrofobik transmembran bolgesi vardir. VLA-3 ve VLA-

6 integrinleri ile etkileserek trombosit adhezyonuna katkida bulunmaktadir (46, 66).

Tablo 8: Trombositlerde Eksprese Olan CD Molekiilleri (46)

CD No Antijen Etki Hedefi
GP IIb/I1a e Fibrinojen baglanmasi
(Ca+*bagimli e Trombosit agregasyonu (Trombin, Kollajen
CD4la for o ve ADP ile)
ger elIzli) £ e Hem dinlenme halindeki, hem de aktive
trombositlere baglanir
e Trombosit agregasyonu
CD41b GP IIb e Trombosit sekresyonu (arasidonik asit,
trombin)
GP IX e vWEF baglanmasi (Ristosetin ile)
CD42a . e vWF’e bagimli adhezyon
(GP Ib-Gp IX gerekli ) st yon
e Bernard Soulier’de negatif
e vWF baglanmasi (Ristosetin ile)
PI
CD42b GP Ib e Bernard Soulier’de negatif
e Trombosit agregasyonu
e Trombosit sekresyonu (Kollajen, aragidonik
asit, trombin)
; . e Fibrinojen baglanmasi1 (ADP, arasidonik
CDé61 GP II1a, Integrin asit, PAF)
e Adhezyon
e Fibronektin, vWF, vitronektin,
trombospondin baglanmasi
P-Selektin ) )
CD62P (dinlenme halinde - e Adhezyon (nétrofil, monosit)
(GMP-140  graniil membran proteini, e a-graniil sekresyonunun aktivasyonu
PADGEM) aktivasyon sonucu plasma
membraninda lokalize olur)
CD63 GPS3 (1 ) e o-graniil sekresyonunun aktivasyonu
izozoma

20



Trombosit membraninda reseptdr gorevi goren, trombosit adhezyonu,
agregasyonu, sekresyonu ve aktivasyonunda o&nemli rol alan ¢esitli yapilar
tanimlanmistir. Bunlar arasinda integrinler, selektinler ve membran yapisindaki

fosfatidil serini tantyan anneksin V sayilabilir.

P-Selektin (CD 62, GMP-140, PADGEM):

P-selektin; GMP-140, PADGEM (Platelet activation dependent granule external
membrane protein) ya da CD 62 olarak da adlandirilmaktadir. 140 kD molekiil agirlikli
bir a graniil membran proteinidir. P-selektin, ayrica kemik iliginde, megakaryositlerde,
damar duvarini ¢evreleyen endotel hiicrelerinin Weibel-Palade cisimciklerinde bulunur.
Yapisi, notrofillerin inflamasyon bolgesindeki endotele adhezyonuna aracilik eden bir
endotel hiicre reseptorii olan ELAM-1'e son derece benzerlik gostermektedir. P-Selektin
istirahatteki trombositlerin yiizeyinde saptanmaz. Yalnizca trombosit aktivasyonu ve o
graniil salmim reaksiyonundan sonra trombosit membran yiizeyinde belirdigi
gosterilmistir. P-selektinin yiizeyel ekspresyonu a-graniil igerigi ile orantilidir. Bir kez
salindiktan sonra tekrar iceriye alinmaz ve geri doniigsiizdiir. Boylece P-selektin sadece
aktive trombositlerin yiizeyine baglanir. Bu 6zellikleri nedeni ile P-selektinin trombosit
aktivasyonunu gosteren gilivenilir bir belirleyici olarak kullanilmasi Onerilmektedir.
Dolasimdaki aktive olmus degraniile trombositler yiizeylerindeki P-selektini hizla
kaybederler, ancak kan dolasiminda bulunmaya ve fonksiyonel 6zelliklerine devam
ederler. Bu Ozellikleri nedeni ile P-Selektinin herhangi bir uyari sonrasi dl¢iilmesi in
vitro aktivasyon potansiyelini gostermektedir (49, 59-61).

Endotel hiicrelerindeki P-selektin; en yogun olarak kiiciik ven ve veniillerde
lokalizasyon gosterirken, kiiciik arterlerde, arteriollerde ve ¢ok daha nadiren de
kapillerlerde yama tarzinda dagilim gosterebilmektedir. P-selektin, trombositlerde
oldugu gibi endotel hiicrelerinde de ‘Weibel Palade cisimcikleri’nde graniiller halinde
depolanir. Bu cisimcikler, ayni zamanda vWF'in yiiksek molekiill agirlikli
multimerlerini  ¢esitli  endotel hiicre agonistleri tarafindan salmana dek
depolamaktadirlar. Yine aynen trombositlerde oldugu gibi, P-selektine kars1 gelistirilmis
monoklonal antikorlarin, endotel hiicrelerinin erken aktivasyonunu gostermede yararl
bir isaret olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir. P-selektinin uyarilmis trombositlerde
ve endotel hiicrelerinde hizli bir sekilde salgi graniil membranindan yiizey membranina

gbcll nedeniyle, P-selektinin inflamasyon ya da vaskiiler hasar gibi hiicrelerin biiytik
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cogunlugunun aktive oldugu bolgelerde 6nemli bir reseptor olarak fonksiyon gordiigii
distintilmektedir (45).

P-selektin, aktive olmus trombositler ve endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan,
16kosit migrasyonunda, 10kosit ve trombosit iligkilerinin diizenlenmesinde ve
l6kositlerin piht1 bolgesinde toplanmasinda gorev yapan bir adhezyon molekiiliidiir.
Calismalar P-selektinin, I6kositlerin gerek aktive trombositlere ve gerekse aktive
endotel hiicrelerine hizli bir sekilde baglanarak doku zedelenmesine kars1 hemostatik ve
inflamatuvar yanit arasindaki iletisimi kolaylagtirmada o©nemli rol oynadigini
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda aktive trombositlerin monositlere, notrofillere ve
lenfositlere baglandig1 gosterilmistir. Bu etkilesim, eriyebilir P-selektin proteini ve P
selektine kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarla bloke edilebilmektedir (58, 60, 62).

P-selektin diizeyi; hemolitik iiremik sendrom, DM, sigara, kanser ve
aterosklerozda artar. Trombotik trombositopenik purpurada ise daha ¢ok eriyebilir P-

selektin seviyesi artmistir (53, 59, 63).

TROMBOSIT AKTiVASYON BASAMAKLARI

A. Trombosit Adhezyonu

Hemostazda olusan ilk adimlar trombosit adhezyonu, damar duvarinin hasari ve
subendotelyal matriksin lokal cevabi ile baslatilir. Hasarli bdlgenin trombositlerle
kaplanmasi, integrin ad1 verilen spesifik trombosit membran glikoproteinleri araciligi ile
olur. Endotel biitiinliigii bozuldugu zaman trombositler subendotelyal yapilara
(kollagen, fibronektin, laminin, fibrinojen) adhezyon reseptdrleri ile baglanirlar. Kan
akiminin yavas oldugu bolgelerde GP Ia/lla, GP IV reseptorii ile kollagene direkt
adhezyon gosterirler. Arteriyollerde ve mikrosirkiilasyonda oldugu gibi kan akiminin
hizli oldugu bolgelerde trombositlerin subendotelyal bolgedeki adhezif proteinlere
baglanabilmesi i¢in yine bu bolgedeki vWF’iine ve buna 6zgii bir reseptér olan
trombosit glikoprotein  GP-Ib/IX kompleksine gereksinim vardir. Trombosit
glikoprotein GP Ib-V-IX kompleksi arteriyel hasar sonrasi normal yara iyilesmesi
durumunda trombositlerin adhezif protein vWF'e yapismasina aracilik ederler. Bazi
adhezyon proteinleri subendotelyal matriks yapisinda bulunmalar1 haricinde trombosit

sekresyon graniillerinde ve/veya plazmada da bulunurlar. Mesela vWF ve fibronektin
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her {i¢ lokalizasyonda bulunurlarken, trombospondin yalnizca trombosit graniillerinde
goriiliir. Adhezyona aracilik eden GP 1b-V-IX sistemi i¢in trombosit aktivasyonuna

ihtiyag yoktur. Trombospondin ve kalsiyum da adhezyonda rol oynar (64, 65).

Ozetle trombositlerin subendotelyal matriks komponentlerine adhezyonunda
vWF, subendotelyal yiizey ile trombosit membranindaki GP Ib arasinda bir koprii
gorevi goriir. Fibronektin, kollajen, vitronektin, trombospondin gibi matriks adhezyon

molekiillerine adhezyon da spesifik trombosit membran glikoproteinleri araciligi ile

olmaktadir (62, 68).

B. Trombosit Agregasyonu

Trombositin agregasyonu i¢in Oncelikle aktivasyonu gereklidir. Trombosit
agregasyonu, adhezyondan sonra bolgeye gelen trombositlerin hemostatik tikag
olusturmalar1 i¢in fibrin baglari ile birbirlerine birlesmeleridir (Sekil 5). Aktivasyon igin
ise ADP, kollagen, epinefrin, trombin, vazopressin, aragidonik asit gibi ¢esitli agonistler
ile trombositlerin uyarilmasi, beraberinde Ca™, Mg™ gibi iyonlarin, fibrinojen, vVWF
gibi spesifik plazma proteinlerinin ve trombosit CD41/CD61 reseptoriiniin mevcut
olmas1 gerekir. Aktivasyonu stimiile eden maddeler, kalsiyumun intraselliiler
mobilizasyonunu ve trombositlerin degraniilasyonunu stimiile etmek i¢in, cesitli
reseptorler ve diagilgliserol fosfat ve inositol trifosfat gibi sekonder aracilar yoluyla
hareket ederler. Bundan sonra, trombosit yiizeyinde protein baglanma kisimlar1 ortaya
c¢ikar. Fibrinojen veya vWF, trombosit membran proteinlerinden CD41/CD61’e baglanir
ve komsu trombositlerle bag olusturarak trombositlerin agregasyonuna neden olur
(Sekil 5). Fibrinojen, fibrin olusturmasi ve trombosit agregasyonunu desteklemesi
dolayisiyla trombiis olusumunda iki ayri role sahiptir. CD41/CD61 reseptoriiniin latent
durumdan, fibrinojen baglayabilecek aktif duruma gegmesi biitiin agonistlerle olan
trombosit aktivasyonunun ortak bir sonucudur. Ortamdaki divalan iyonlar
uzaklastirilinca, fibrinojenin artik trombositlere baglanamadigi izlenir. Dimerik bir
protein olan fibrinojenin komsu iki trombositin CD41/CD61 reseptorleri arasinda koprii
olusturmak suretiyle trombosit agregasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir. Fibrinojen ile
CD41/CD61 baglanmasi baslangigta doniigiimlii bir reaksiyondur. Divalan iyonlarin ya

da agonistlerin ortadan kalkmas: ile fibrinojen reseptoriinden ayrilabilir. Uygun sartlar
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altinda fibrinojen ile CD41/CD61 arasindaki baglanma stabilize olarak doniisiimsiiz

hale gelir. (46, 68, 69).

C. Trombosit Sekresyonu

Trombositler adhezyon ve agregasyonla birlikte graniil iceriklerini kanalikiiler
sistem ile ortama salarlar ve ilk olarak yogun graniiller bosaltilir, sonra o-graniil
icerikleri ortama salinirlar (Sekil 5). Hiicrenin bu esnada c¢api artar ama biitliinliigii
bozulmaz ve fonksiyonlarina devam edebilir. Trombin ve kollajen basta olmak iizere,
cok sayida madde sekresyonu baglatabilir. Sekresyon sirasinda, salinan maddeler
agregasyonun artmasimna neden olurlar. Bu olaylar yara iyilesmesine, prokoagiilan
aktivitenin olugmasina ve hasarli bolgede trombin olusumuna yol acarlar. Olusan
trombosit agregatlar1 arasinda fibrin meydana gelmesi ve daha ileri sathalarda,
fibroblastlarin igse karigmasi ile piht1 sabitlesir. Trombosit fonksiyonlarinin normalden
daha aktif sekilde olusmasi, aterosklerozda oldugu gibi, hiperadhezyon,
hiperagregasyon ve hipersekresyona neden olur (46, 68, 69).

Trombosit Aktivasyonunun Biyokimyasal Mekanizmasi

Trombositlerin fizyolojik olarak aktivasyon veya inhibisyonu aktive edici veya
inhibe edici bir hiicre dist uyarimin trombosit ylizeyindeki spesifik reseptoriine
baglanmasi ile baslar. Trombosit aktivasyonunun {i¢ asamada ger¢eklestigi kabul edilir:

1)Uyar1: Trombositleri aktive eden daha 6nce de basedilen bir¢ok madde vardir.
Genellikle agonistlerin ortaya ¢ikmasina yol agarak trombosit aktivasyonuna neden olan
bir olay vardir. Agonistlerin trombositlere baglanmasi bu hiicrenin aktivasyonunu
baslatir. Trombosit aktivasyonunu baglatan agonistler ayrica zayif ve giiglii agonistler
olarak da siniflandirilabilirler. Giiglii agonistler;

* Trombin

= Kollajen

* Prostaglandin

* Endoperoksidler

= Tromboksan A,

*» Trombosit aktive edici faktor (PAF) vardir ve agregasyonun engellendigi

sartlarda dahi graniil sekresyonunu uyarabilirler. Zayif agonistler ise;
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= ADP

= Epinefrin

* Vazopressin

* Serotoninden olusur ve graniil sekresyonunu uyaramazlar. Bunlar, ancak
trombosit agregasyonunu uyarabilirler. Salinim reaksiyonu veya prostaglandin liretimini
indiikleyici maddeler:

> Enfeksiyoz ajanlar ve iiriinleri: Virisler, bakteriler, tiiberkiilin, endotoksin,
antijen-antikor kompleksleri ve bazi bakteri toksinleri.

» Proteinler:Sigir faktor VIII, C-reaktif protein, DNA, ferritin, immiinglobulinler,
PAF, polimerize fibrin monomerleri.

» Enzimler: Tripsin, fosfolipazlar, papain, plazmin, komplemanin bazi
komponentleri, alkalen fosfataz.

» Digerleri: Hiperglisemi, hipoglisemi, asetil kolin, aragidonat, tromboksan A,
kollajen ve cesitli mikrofibriller, konkavalin A, yag asitleri, iyonoforlar,
lektinler, polilizin ve diger katyonik polipeptidler, amniyotik s1vi metilen mavisi,
notrofil miyeloperoksidaz, fitohemaglutininler, ristosetin, yilan serumlari,
terapotik ultrasonikasyon, ultraviyole 15181, nonkonjuge bilirubin, tirik asit
kristalleri.

2) Uyari iletimi: Hiicre i¢cindeki ikincil mesajcilarin uyariy1 iletmeleriyle olusur.
3) Cevap: Trombosit iskelet yapisinin degismesi (trombositin sekil degistirmesi),
trombositlerin fibrinojen aracilig1 ile yapisip kiime olusturmalar1 (= agregasyon) ve

graniil ekzositozu (= sekresyon) seklinde olur (46, 70).

Uyariya Trombositin Yaniti

Trombositlerin aktive edici uyarilara yaniti reverzibl ve irreverzibl trombosit
yanit1 olmak tizere iki sekilde gerceklesebilir:
a) Geridoniisiimlii yamit: Adhezyon, sekil degisikligi ve primer agregasyonu igerir.
Trombositlerin endotel hiicreleri arasindaki bosluklar1 kapatmasi, o graniillerden
biiyiime faktorlerinin salinimi1 ve subendotelyumdaki kiigiik defektlerin onarimi gibi
fizyolojik islevler geridoniigiimlii trombosit yaniti ile gergeklesir (46, 71).
b) Geridoniisiimsiiz yamt: Salinim reaksiyonunu ve sekonder agregasyonu igerir.
Trombositlerin hemostatik islevleri bu yanit ile gerceklesir. Trombosit salinim

reaksiyonu, aragidonik asitten endoperoksidler, TXA, gibi metabolitlerin olusumunu,
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yogun ve o graniiller ile lizozom igeriklerinin salinimini igerir. Biiylik trombosit
agregatlarinin olusumu i¢in bu salimim reaksiyonu gereklidir. Yogun ve o graniil
iceriklerinin salmimi ile iliskili iki mekanizma tanimlanmistir. Ilk mekanizma
trombositlerin sekretuvar graniillerin merkezilesmesi ve agik kanalikiiler sistem araciligt
ile igeriklerini trombosit ylizeyindeki kanal agizlar1 yoluyla digsar1 vermeleridir. Diger
mekanizma ise, sekretuvar graniillerin membran ile iliskili multivezikiiler yapilarin
olusumuna katilmak tiizere perifere dogru yer degistirmeleri ve sonra bu multivezikiiler

yapilarin eriyerek iceriklerini ¢evreye salmalaridir (46, 72).
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Sekil 5: Trombosit Aktivasyonunun Monoklonal Antikorlarla Gosterilmesi (40)
Anti-CD 62, a-graniil membran proteini GMP-140’a kars1 gelistirilmistir. Istirahat halindeki

trombositlerin yiizeyinde GMP-140 saptanamaz. Trombin ile aktivasyondan sonra GMP-140 trombosit
plazma membranina dogru yer degistirir. Boylece anti-CD 62 sadece aktive trombositlerin ylizeyine
baglanir. PAC-1, GPIIb/Illa kompleksi {iizerindeki fibrinojen baglanmasma yonelik bir antikordur.
Istirahatteki trombositlerde bu fibrinojen baglanma bélgesi yiizeyde aciga ¢cikmaz. Trombin uyarimi GP
IIb/I11a kompleksinde yapisal bir degisiklige neden olur. Sonucta fibrinojen baglanma bolgesi agiga ¢ikar,

bu nedenle PAC-1 sadece aktive trombositlerin yiizeyine baglanir.
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Trombositler, fiziksel ya da kimyasal uyarilarla uyarildiginda bir¢ok biyokimyasal ve
morfolojik degisiklikler olmaktadir. Trombositler istirahat halinde disk seklindeyken
aktivasyon sonucu yapiskan psdodopodlu, dendritik sekle doniisiirler (45, 46, 72). Bu
reaksiyonlar zinciri trombosit aktivasyonu olarak adlandirilir. Aktivasyonla birlikteki
ylizey degisimleri, aktive trombositlerden salinan antijenlere ydnelmis monoklonal

antikorlar kullanilarak ortaya konulmaktadir (54, 73, 74).

Monoklonal Antikorlar

Trombosit aktivasyonunu 06lgmekte monoklonal antikorlardan en yaygin
kullanilanlari; CD41/CD61 kompleks ve o-graniil membran proteininin Ol¢iilmesiyle
ilgili olanlardir ve monoklonal antikorlar icerisinde en genis sekilde incelenmis olanlar
P-selektin'e karsi yonelmis olanlardir. P-selektine spesifik monoklonal antikorlar,
sadece degraniile olmus trombositlere baglanirlar ve istirahat halindeki trombositlere
baglanmazlar (72, 73). Monoklonal antikorlar, poliklonal olanlara tercih edilmektedir
clinkii monoklonal antikorlar tiim spesifik epitoplar1 daha giivenilir bir sekilde satiire
edip, non-spesifik baglanma gostermeleri daha azdir. Fluoressein izotiyosiyanat (FITC),
biotin, fikoeritrinle konjuge edilmis antikorlarin kullanilmas1 sekonder antikorlarin ilave
edilmesi geregini de ortadan kaldirdig1 gibi, fikse edilmemis 6rneklerde, hatali olarak in
vitro trombosit aktivasyonuna yol acan, zaman alic1 yikama islemlerini de ortadan
kaldirmistir. Bir partikiiliin trombosit olup olmadiginin belirlenmesi i¢in 6ncelikli olarak
kapt alma isleminden sonra, spesifik GP Ib, GP IIb veya GP Illa'nin floresanla
isaretlenmis olan monoklonal antikorlarindan biri kullanilmalidir. Incelenen sz konusu
glikoprotein ekspresyonunu oOlgmek i¢in ise GP Ib-IX-V (CD42), GP IIb/Illa
(CD41/CD61) kompleksi, GMP-140 (CD62), lizozomal protein (CD63) gibi bir
monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. CD41a: GP IIb/Ila (CD41/CD61)’y1 tantyan
antikordur ve trombositi tanimlamada kullanilir. CD 61: GP Illa’y1 taniyan antikordur.
In vivo trombosit aktivasyonunu daha iyi yansitir (62, 73).

Bu monoklonal antikorlar uyarilmamis trombosit ylizeyine hi¢ baglanmazken
veya minimal baglanma gosterirken, aktive olmus trombositlere spesifik olarak
baglanirlar. Bu nedenle "aktivasyona bagimli" veya "aktivasyona 0zgii" antikorlar

olarak adlandirilirlar (56).
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Diyabette Trombosit Fonksiyonlari

DM’taki aktive olmus trombositler trombiis olusumu ve anjiopatiye neden
olmaktadirlar. Baslica endotel hiicre hasari, fibrinolitik sistemde aksama ve pihtilagsma
ile ilgili proteinlerdeki degisiklikler, eritrosit deformabilite ©zeliginin azalmasi,
trombosit agregasyonu ve aktivasyonunun artmasi olarak sayilabilir. Diyabetlilerden
elde edilen trombositlerde spontan ve stimiilan ajanlar ile yiiksek yapisma ve abartili
agregasyon goriilmiistiir, meydana gelen bu degisikliklerin ¢esitli nedenleri vardir (75-
77). Bunlar;

e Trombosit yiizeyindeki glikoprotein reseptorlerinin degisimi

e Trombosit ylizeyindeki glikoprotein reseptorlerinin agonist ve adhezif
proteinlere baglanmasinda artis

e Trombosit ylizeylerinde bulunan ve adhezyonu saglayan protein reseptorleri ile
glikoproteinlerin iletisim bozukluklar

e Fibrinojene baglanmada artis

e Membran akiskanliginda azalma

e Trombosit metabolizmasinda bozulma

e Trombosit i¢i sinyal iletim yollarinda meydana gelen degisikliklerdir.

DM’taki trombosit membraninin biyofiziki degisimi, trombosit hipersensitivitesi
ve hiperfonksiyonunun ana belirleyicilerinden biridir. Bu degisim siddetli Ca™
mobilizasyonu, artmig tromboksan sentezi ve salinimi gibi c¢esitli metabolik

bozukluklarin da sorumlusu olabilir (75, 77, 78).
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Tablo 9: DM’de Trombosit Fonksiyon anormallikleri (76, 79)

®» Trombosit sekli Diskoid ve sferoid
sekildedir

® Trombosit voliimii Artmistir

® Trombosit siirveyi Normal veya azalmistir

® Trombosit adhezyonu Artmistir

® Trombosit agregasyonu Artmigtir

® Trombosit enzimleri Fosfolipaz A, artmistir

® Trombosit glikoproteinleri Molekiiler agirlik artmigtir

% Trombosit-16kosit-endotel hiicre etkilesimi Artmistir

® Trombosit sekresyonu Artmgtir

® Trombositlerin akiskanlhig Degismistir

® Trombosit metabolizmasinda Bozulma olur

® Trombosit membran akiskanlig Azalmistir

® Trombositlerde Ca™ mobilizasyonu Artmigtir

® Membran proteinlerindeki non-enzimatik Artmigtir
glikolizasyon

®  Glikoprotein Ib ve Glikoprotein I1b/I11a Artmistir
reseptorleri

®  Adhezyon molekiilleri (P-selektin, VCAM-1) Artmigtir

Trombosit aktivasyonu ile membran reseptorleri ve intramembrandz G proteini
uyarilir sonrasinda inositol 1,4,5 trifosfat (IP;) ve 1,2 diagilgliserol (DAG) olusur.
Bunlar ikincil uyarict fonksiyonu goriirler. IP3, Ca™ salmimini saglayarak, Ca™ bagiml
enzimlerin aktive olmasina neden olurlar. DAG’un artmasi protein kinaz aktivasyonunu
saglayarak trombosit ylizeyindeki CD41/CD61 kompleksinde yapisal degisiklige yol
acarak bu kompleks tizerindeki fibrinojen reseptoriiniin ortaya ¢ikmasini saglar. Bunu
takiben serumda bulunan fibrinojen molekiilleri trombosit membraninda CD41/CD61°e
baglanarak trombosit agregasyonunun olusmasini saglar (76-80).

Trombositler damar intimasindaki diiz kas hiicrelerinin goég¢iinii  ve
proliferasyonunu uyaran "trombosit kaynakli biiyiime faktorii" (PDGF)'yi salgilarlar.

PDGF hem kemotaktik, hem mitojendir ve 6zellikle monositler lizerinde kemotaksiktir.
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Trombositlerde bol miktarda bulunan trombosit faktdr-4, B-tromboglobulin ve siklo-
oksijenaz siklusu iirtinleri de monositler {izerine kemotaksik etkilidirler (80, 81).

DM’lularda metabolik kontrol ile alakali olarak trombosit membran
proteinlerinin enzimatik olmayan glikolizasyonu ile protein yap1 ve dizilimi, membran
lipid dinamikleri ve membran akiskanlig1 degisir. Aktive trombositler endotel hiicreleri
ve lokositler gibi hiicrelerle etkilesebilirler. Arasidonat yolunun aktivasyonu ile artmis
tromboksan A, olusumu, artmis fosfoinozitid dongiisii ve buna bagl olarak artmis Ca™
serbestlesmesi gerceklesir. Tromboksan A,, damar diiz kasinin kasilmasini ve trombosit
agregasyonunu baglatir ve ayni anda prostasiklinin (PGI,) etkisini de antagonize eder
(75, 82).

DM’lu hastalardaki trombosit hipersensitivitesine bagli olarak; dolasimdaki
trombositler daha sik epizotlarda graniil bosalimina ugrarlar (77). Normal durumlarda
trombositler vasodilatasyon yapabilirler, buna karsin diyabetik hastalardan izole edilen
trombositler vazodilatasyona aracilik edemezler. Bunun vazodilatasyonu inhibe eden bir
faktoriin salgilanmasi ile olustugu ileri stiriilmekte ise de, diyabetiklerde azalmis NO
sentezinin de rolii oldugu diisiiniilmektedir (83).

Kisaca, diyabetlilerde; trombosit aktivasyonu sonucu trombositlerin
hiperagregasyonu ve hiperadhezyonuna ugramasi, trombojenik prostaglandin
derivelerinin artmis sentezi, kan vizkositesinde artisa yol agan plazma protein
anomalileri, hizlanmis fibrinojen tiiketimi, anti-trombin III’tin azalmasi, VWF ve
fibrinojenin artmasi, fibrinolizisin azalmasi, kapiller bazal membran kalinlagmasi,
kapiller endotel hiicre harabiyeti ve proliferasyonu mikrosirkiilasyonda tikanmalara ve
hipoksiye neden olur. Olusan mikrovaskiiler tikaniklik ve doku iskemisi diyabetik

komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur (46, 84).

Trombosit Fonksiyonlar1 ve Akim Sitometri (AS) Yontemi

AS c¢ok sayidaki hiicrenin tek tek spesifik karakteristiklerini hizli bir sekilde
Olgen bir cihazdir. Bir O6rnegin AS ile analizinde hiicrelerin silispansiyon haline
getirilmesi ve monoklonal antikor ile isaretlenmesi ana kuraldir. AS’de siispansiyon
halindeki hiicreler dakikada 1.000-10.000 hiicre hizinda olmak {izere bir akim odasindan
gecerken bir lazer demeti ile incelenirler. Trombosit fonksiyonunu incelemek igin

klinikte kullanilan diger testlerle karsilastirildiginda AS’nin baz1 avantajlar1:
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v Cok az kan ¢aligsma i¢in yeterlidir

v Trombosit aktivasyonunun boyutunu direkt olarak 6l¢ebilir

v Trombositlerin farkl alt gruplariin 6zelliklerini tespit edebilir
v" Diger yontemlerden daha iyi standardize edilmistir.

Mevcut bir¢cok plazma testleri de trombositlerin aktive olup olmadigini indirekt
olarak belirleyebilmekte, ancak trombosit aktivasyonu ile ilgili degisiklikleri
6lcememektedirler. Bu yontemler trombosit aktivasyonunun boyutunu ve trombositlerin
farkli alt gruplarimin Ozelliklerini tespit edemezler. Agregasyon ¢aligmalar1 ise
semikantitatiftir ve baz1 standardizasyon problemleri vardir (56, 73). AS’nin
dezavantajlari ise:

0 Sadece dolasan trombositlerin fonksiyonunu dl¢mesi

0 Aktive olmus trombositlerin dolasimdan hizli sekilde temizlenmesi

0 Yiiksek maliyet gerektirmesi

0 Orneklerin hazirlanmasimin komplike olmasi

0 Tecriibeli kullanic1 gerektirmesidir

Klinik AS, nispeten yeni ve hizli gelisen bir medikal teknolojidir. Bugiin {i¢ ana

uygulama alan1 vardir. Bunlar baslica klinik immiinoloji, hematoloji ve medikal
onkoloji sayilabilir. AS’nin trombositlerle ilgili mevcut uygulama alanlart i¢inde
dolasimdaki aktive olmus trombositlerin saptamasi, trombosit hiperaktivitesinin
degerlendirilmesi, GP IIb/Illa antagonistleri ile yapilan tedavinin izlenmesi, kalitimsal
trombosit ylizey glikoprotein eksikliklerinin teshisi, retikiile trombosit sayisinin
saptanmasi sayilabilir (75, 62, 73) .

Bernard-Solier sendromu ve Glanzmann trombastenisi gibi trombosit membran
glikoprotein kusurlarinin tanisinda AS ¢ok degerli bir yontemdir. Retikiile trombosit
sayis1, yeni yapilip salinan trombositleri belirttigi i¢in trombopoez hizinin bir 6l¢iimii
olarak kullanilmaktadir. AS aracilifiyla trombosit spesifik ve l6kosit spesifik
monoklonal antikorlarla trombosit-nétrofil veya trombosit-monosit gibi heterotipik
agregatlar belirlenebilir. Ayrica, AS depolanmis trombosit konsantrelerinin kalite

kontroliinde de yararli olmaktadir (73, 82, 83).
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Il - GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, 1 Ocak- 30 Nisan 2005 tarihleri arasinda indnii Universitesi Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji Bilim Dal1 tarafindan tip 2 DM
tanis1 ile diyabet poliklinigine bagvuran yaklasik 1200 hasta icinden segilerek yapildi.
Hasta grubunu, yaslar1 34 ile 72 yas arasinda degisen, son 10 gilinde antiagregan,
antikoagulan ve son 48 saatte de anti-enflamatuvar almamis, akut enfeksiyonu ( viral,
bakteriyel, fungal ve paraziter ) olmayan ve daha 6dnce embolik hadise ge¢irmemis 70
hasta olusturmaktaydi. Ornekler hastalardan sabah a¢ iken periferik venéz kandan
alindi. Kontrol grubunu herhangi bir yakinmasi olmadan, saglik taramasi amaciyla
basvuran, yaslar1 39 ile 65 yas arasinda degisen trombosit fonksiyonlarini etkileyecek
herhangi bir hastaliklar1 olmayan ve herhangi bir ila¢ kullanmayan toplam 17 saglikli
olgu olusturdu. Calisma i¢in etik kuruldan izin alinarak, arastirmanin protokol no’su:

2005/28 olarak belirlendi.
Kan Orneklerinin Alinmasi -Calisiimasi

Kan ornekleri tiim ¢alisma grubundan sabah saat 08.00 - 10.00 saatleri arasinda,
on kol veninden, trombosit aktivasyonuna engel olmak icin; ortalama 30 sn turnike
uygulamasi esnasinda 19 G numarali enjektdr kullanilarak alindi. Bunun nedeni 1
mm’den (19 gauge) daha kii¢iik ¢apli igne ucu ile alindiginda kan hemoliz olmakta ve
trombositler aktive olmaktadir (85). Kan 6rnekleri alinan diyabetik hastalarda trombosit
aktivasyonuna yol agabilecek akut ketoasidoz, hiperglisemi ve hipoglisemi yoktu. ilk 2
ml kan bosaltildiktan sonra 2.0 ml kan, EDTA ile alinan kanlarda trombositler aktive
olduklari i¢in sitrat igeren tiiplere bosaltilarak ¢alisildi.

Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Trombosit kiimelesmesini en aza indirmek ve calisma konsantrasyonunu
saglamak igin diliisyonlar yapildi. Ornekler %1 paraformaldehit ile tespit edildi.
Diliisyonlar i¢in tampon olarak ‘sequestrine buffer’ kullanildi. Sequestrine buffer’in
hazirlanmas1 391 mg Na,HPOs-2 H,0, 416 mg ve 11.5 g NaClI yaklagik 200 ml distile
suda eritilerek, lizerine 500 mg albiimin ilave edildi. pH’s1 6.8’e ayarlanan soliisyonun
toplam hacmi 250 ml’ye tamamlanarak kullanima hazir hale getirildi. Ilk 5 dakika
icinde calisilan tam kanlar trombsitler erken izole edildiginden sequestrine buffer

kullanilmadan isleme alindi.
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Kan Orneklerinin Cahsilmasi

Trombosit aktivasyon parametreleri ise akim sitometri yontemi ile calisildi.
Fiksasyon isleminden sonra trombosit izolasyonu i¢in numune 2000 G’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust kismu (siipernatant kisim) baska bir tiipe alindi. Alinan kisim 4000
G’de 10 dakika santrifiij edilip, iist kismi1 atildi ve alt kismi alindi. Son alinan numuneye
‘sequestrin buffer’ ile diliisyon yapildi. Diliisyonlu materyal tekrar 4000 G’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda numunenin {iist kismi atilarak altta kalan 6rnekler
oda 1s1sinda karistirilmadan 30 dakika siire ile inkiibe edildi. Daha sonra 500 uL fosfat
tampon soliisyonu (PBS) ile sulandirilarak akim sitometride analiz edildi. Akim
sitometrisi BECKMAN COULTER EPICS ALTRA cihazinda yapildi. Cihaz 15 W
argon iyon lazeri ile donanmis ve 488 nm dalga boyunda c¢alismaktaydi. Fluorescein
izotiyosiyanat floresan 525 band gegisli, Fikoeritrin (PE) floresan ise 575 band geg¢isli
filtre kullanilarak gosterildi. Cihazin floresan ve yan sacilim i¢in kalibrasyonu her giin
10 pm akim kontrollii kalibrasyon boncuklari kullanilarak yapildi. Kan ornekleri
saniyede ortalama 10.000 trombsit gececek akim hizinda lazer akimina maruz birakildi.
Yan sacilim ve floresan verileri logaritmik modda voltaj ve kazang ayarlamalari ile elde
edildi.

Her monoklonal antikor i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan polipropilen tiiplere yaklasik
100.000 hiicre konuldu. Uzerine, asagidaki kitlerden;

e CD41 (GP IIb) (MHCDA4101 FITC 100 T) CALTAG LABORATORIES (Code

No: MG101)

e (D 42b (MHCD42b01 FITC 100T) CALTAG LABORATORIES (Code No:
MG101)

e CD 61 (GP Illa) (MHCD6101 FITC 100 T) CALTAG LABORATORIES (Code
No: F0803)

e CD 62P (P-Selektin) (R-PE 120 T) ANCELL Immunology Research Products
(Code No: 252-051)

e (D 63 (R-PE 120 T) ANCELL Immunology Research Products (Code No: 215-
R50)

e Mouse Immunoglobulin Gl (IgG;) (FITC Negatif izotip) CALTAG
LABORATORIES (Code No: MG101)

e Mouse Immunoglobulin Gl (IgG;) (RPE Negatif izotip) CALTAG
LABORATORIES (Code No:MG104) monoklonal antikorlar ve immunglobulin
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G1 izotipik kontrolden 10 pL ilave edildi.

Trombositler; ‘forward scatter’ ve ‘side scatter’ histogramindan gegirilerek
mikropartikiil eradikasyonu uygulandi. Trombositler light scatter (151k sac¢ilim)
paternlerine gore tanindi. Forward scatter (6ne sagilim parametresi; hiicrelerin boyutu
hakkinda bilgi veren parametre) ve side scatter (yana sagilim parametresi; hiicrelerin
graniil icerigi hakkinda bilgi veren parametre) dahil tiim parametreler logaritmik modda
diizenlendi. CD 4Ib (GP IIb) trombosit spesifik monoklonal antikor olarak kullanildi.
LFS/LSS histograminda trombosit olduklar1 diisiiniilen bdlgeye kapi1 alindiktan sonra
CD 41 pozitiflik yiizdesi ile alinan kapmin uygunlugu tespit edildi (Sekil 6). Tespit
edilen kapida %90-98 oraninda trombosit bulunmasma 6zen gosterildi. Trombosit
aktivasyonunu belirlemek i¢in, CD41-CD61 ve CD63-CD62 monoklonal antikorlari
kullanild1 (Sekil 7, 8, 9). Sonuglar, antikor pozitif trombosit yiizdesi olarak verildi.
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CD41-FITC

Sekil 7: CD 62 Antikoruna Ait AS Histogram Ornegi

I1 alami: Sadece CD61 ile isaretlenen hiicreleri (% 0.0),

12 alani: CD41 ve CD61 ile isaretlenen hiicreleri (% 99.0),

I3 alani: CD41 ve CD61 ile isaretlenmeyen hiicreleri (% 0.9),

14 alanmi: Sadece CD41 ile isaretlenen hiicreleri ( % 0.1) gostermektedir.
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CDA2b-FITC

Sekil 8: CD 62p Antikoruna Ait AS Histogram Ornegi

F1 alami: Sadece CD62p ile isaretlenen hiicreleri (% 0.0),

F2 alani: CD42b ve CD62p ile isaretlenen hiicreleri (% 9.3),

F3 alami: CD42b ve CD62p ile igaretlenmeyen hiicreleri (% 1.2),

F4 alani: Sadece CDA42b ile isaretlenen hiicreleri ( % 89.5) gostermektedir.
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Sekil 9: CD 63 Antikoruna Ait AS Monohistogram Ornegi

Glikolize hemoglobin (HbA;c): EDTA'l1 tipe aliman vendz kan Orneklerinden
enzimatik yontemle ve COBAS MIRA cihaz ile ¢alisildi. Sonuglar % olarak verildi.

Trombosit sayimlari: Trombosit sayimi her ¢alisilan kan 6rneginde es zamanli olarak
calisildi. EDTA’1 vendz taze tam kan ornekleri kullanilarak BECKMAN-COUNTEL
LH 700 kan sayim cihazinda yapildi.

Istatistiksel Degerlendirme:

Istatistikler Windows uyumlu SPSS® (Statistical Package for the Social
Sciences) 13.0 ile yapildi. Gruplar olusturulurken kesim noktalar1 (cut-point, cut off)
olusturulmasinda ROC egrisi (Receiver operating charateristics curve) yontemi
kullanildi. Gruplarin dagilimlart n<30 olan gruplarda “Kolmogorov-Smirnov testi” ile
degerlendirildi. Gruplardan normal dagilim gosterenlerden istatistiksel karsilastirma igin
parametrik testlerden t-testi, normal dagilim gdstermeyenlerde ise ‘Mann-Whitney U
testi’ kullanildi. Korelasyon analizlerinde normal dagilim gdstermedigi i¢in ‘Spearman
korelasyon analizleri’ kullanildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi.

Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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IV - BULGULAR

Caligmaya alinan 34-72 yas aras1 toplam 70 tip 2 DM’li hastanin 43’1 erkek (%61.42),
27’si kadin (%39.58) ve kontrol grubu olarak 17 saglikli eriskinin yaglar1 39-65 arasinda
olup, bunlarin 15’1 erkek (%87.77 ), 2’si kadin (%13.33 ) idi. Hasta grubundakilerin
ortalama yaglar1 50.57+8.33 yil, saglikli kontrollerin ise 49.06+£8.06 yil olarak tespit
edildi. Hastalarin diyabet siireleri 1-288 ay arasinda degismekte olup, ortalama diyabet
stireleri ise 58.20 + 56.64 ay olarak saptandi. Ortalama HbAc diizeyleri DM’li grupta
%9.05 +£2.58 olup, kontrol grubunda %5.98+0.44 olarak tespit edildi. Trombosit sayisi
DM’lilerde (249.94 + 57.45) 10°/uL, saglikli grupta ise (254.60+47.72) 10°/uL olarak
saptand1. Hasta ve kontrol grubuna ait bulgular ortalama + standart sapma (X + SD)
olarak verilmistir. Calisma gruplarina ait verilerin ve trombosit aktivasyon
gostergelerinin ortalama degerleri Tablo 10 ve 11°de verilmistir.

Tablo 10: Tip 2 DM’li Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Diyabet Kontrol P

Vaka sayisi (n) 70 17 -
Cinsiyet 43 erkek, 27 kadin 15 erkek, 2 kadin  p <0.05
Diyabet siiresi (ay) 58.20 + 56.64 - -
BMi (Kg/m2) 29.04+3.89 25.75+3.29 p>0.001
Yas (yil) 50.57+£8.33 49.06+8.06 p <0.05
Trombosit (10°/pL) 249.94 £ 57.45 254.60+47.72 p <0.05
HbAc (%) 9.05 £2.58 5.98+0.44 p>0.001
Total Kolesterol(mg/dl) 194.23+40.64 192.06+27.72 p <0.05
Trigliserit (mg/dl) 184.104+94.36 176.06+105.46 p <0.05
LDL-K (mg/dl) 117.11£36.23 112.63+28.79 p <0.05
HDL-K (mg/dl) 41.16+9.13 43.54+12.61 p <0.05
Beyaz Kiire (10°/pL) 7.55+1.48 7.26+2.53 p <0.05
Sedimantasyon (mm/h) 10.93+5.99 11.06+4.87 p <0.05

BMI: Viicut Kitleindeksi LDL-K: Diisiik dansiteli lipoprotein-Kolesterol
HDL-K: Yiiksek dansiteli lipoprotein-Kolesterol
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Hasta ve kontrol grubunun ortak parametreleri olan cinsiyet, yas ve trombosit
sayisi, total kolesterol, trigliserit, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, beyaz kiire ve
sedimantasyon arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (0.05>p). BMI agisindan
bakildiginda ise gruplararasi dagilim farkli (Two Sample Kolmogorov-Smirnov Z testi
Sig-two-tailed p=0.012) oldugu icin yapilan non-parametrik Mann-Whitney U (sig-two
tailed) testte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p>0.001).

Hasta ve kontrol grubunun trombosit aktivasyon parametreleri Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: Tip 2 DM’li Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Trombosit ve Aktivasyon

Gostergeleri
Parametre Diyabet (n: 70)  Kontrol (n: 17) P
CD61 (%) 95.26+5.42 92.9849.22 p>0.05
CD62p (%) 7.09+11.16 12.02+15.66 p>0.05
CD41 (%) 95.78+4.95 94.30+7.97 p>0.05
CD42b (%) 94.71+7.69 91.90+9.87 p>0.05
CD63 (%) 29.10+14.90 25.17+7.59 p>0.05

Tip 2 DM’li hastalar ile ayni1 yas grubundaki saglikli goniilliilerin trombosit
aktivasyon gostergeleri karsilagtirildiginda; CD41, CD61, CD62p, CD63 ve CD42b
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik gostermedi (p>0,05). Ortalama
CD62p degeri kontrol grubunda DM’lilere gore daha yiiksek bulundu fakat istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sekil 10).
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Sekil 10: Tip 2 DM’li ve Kontrol Grubunun ortalama CD62p degerleri

Hasta grubunda diyabet siiresi, HbAc ile diger parametreler arasindaki korelasyonlar

Tablo 12°de verilmistir.
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Tablo 12: TiE 2 DM’li Hasta Grubunda Bulgular Arasindaki Korelasxonlar

r p

® Diyabetin siiresi ile Hb arasinda negatif 0.325 0.006
korelasyon

® Diyabet siiresi ile CRP arasinda pozitif 0.408 0.001
korelasyon

® Diyabet siiresi ile Sedimantasyon arasinda 0.408 0.000
pozitif korelasyon

™ Diyabetin siiresi ile HbA ¢ diizeyi arasinda 0.471 0.000
pozitif korelasyon

® HbA c ile yas arasinda pozitif korelasyon 0.254 0.035

® HbA c ile CRP arasinda pozitif korelasyon 0.367 0.003

® HbAc ile CD62P arasinda negatif 0.237 0.049
korelasyon

® HbA c ile mikroalbiiminiiri arasinda pozitif 0,234 0,050
korelasyon

Tip 2 DM’li hastalar HbA,c diizeylerine gore 3’e gruplandirildiginda;
HbAc gore 3 grup yapildiginda, trombosit ve aktivasyon gostergelerine
bakildiginda; CD41, CD61, CD63 ve CD42b ve yas agisindan gruplar arasi istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05). CD62p agisindan ise grup 1 ve grup 3’de
istatistiksel olarak (One-Way Anova-LSD) anlaml farklilik vardi (p=0.007) (Sekil 11).
DM siire acisindan ise iic grup arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi

(p=0.001). Sonuglar Tablo 13’te verilmistir.
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Tablo 13: HbA c diizeylerine gore 3 grubun karsilastirmasi

Grupl (n:15) Grup II (n: 34) Grup III  (n: 20)

Yas (yil) 48.61+8.14 50.18+7.79 53.25+9.53
DM Siiresi (ay) 28.87+31.80 46.65+41.22 101.55+70.70
HbAc (%) 6.41+0.70 8.15+0.87 12.50+1.75
CD41 (%) 94.01+5.44 96.45+4.93 96.15+3.99
CD61 (%) 93.88+5.95 95.17+6.27 96.09+4.05
CD62p (%) 12.52414.65 8.17+12.52 2.2242.61
CD63 (%) 30.25+14.84 30.39+16.26 25.50+11.35
CD42b (%) 91.839.99 94.63+9.54 96.12+4.04

Grup I: HbA c diizeyleri % 7°nin altinda olan hastalar: HbA ¢ diizeyleri % 7’nin altinda olan toplam 15
hasta bu gruba alindi. Grup II: HbA c diizeyleri>= % 7 ve iistiinde < %10 olan hastalardan olugmaktaydi
ve toplam 34 hasta bu gruba alindi. Grup III: HbA,c diizeyleri>= % 10 ve flistiinde olan hastalardan
olusmaktaydi ve toplam 20 hasta bu gruba alindi.

14,0—

12,0

10,0

8,0

Mean cd62p

6,0

4,0

2,0

<7 >=7<10 >=10
HbAlc Grup

Sekil 11: Hastalarin Kontrol HbA ¢ diizeylerine gore 3 grubun CD62p diizeyleri
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Tip 2 DM’li hastalar, diyabet siirelerine gore 3 gruba ayrildiginda:

DM siireye gore gruplarin BMI agisindan ve yas agisindan tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu. HbA c agisindan ise grup I ve grup III’de ve
grup II ve grup III arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (sirasiyla p=0,007
ve p=0,015). Trombosit ve aktivasyon gostergelerine bakildiginda; CD41, CD61,
CD62p, CD63 ve CD42b acisindan gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik
yoktu (p>0,05) (Tablo 14).

Tablo 14: DM siireye gore 3 grubun karsilastirmasi

Grup I (n: 16) Grup II (n: 29) Grup III (n: 25) P

Yas (yil) 49.38+8.23 49.38+7.60 52.72+9.07 p>0.05
DM Siiresi (ay)  1.81+1.68 24.33+4.51 114.44+52.48  p=0.000
HbAc (%) 7.97+2.35 8.48+1.92 10384287 0007
B=0.015
Trb (10°/pL) 247.0467.21  249.46+53.79  252.36+57.12 p>0.05
CD41 (%) 95.25+3.96 95.52+6.17 96.4143.94  p>0.05
CD61 (%) 95.36+3.25 94.57+7.10 96.03+4.07  p>0.05
CD62p (%) 9.19+13.52 7.89+12.25 4.80+7.70  p>0.05
CD63 (%) 26.59+13.13  28.87+15.32 30.97+15.88  p>0.05
CD42b (%) 94.5745.12  93.33+10.49 96.47+3.93  p>0.05

o : Grup I-III arasinda P: Grup II-III arasinda Trb: Trombosit Grup I: Yeni tan1 DM: Diyabet tanis1 6
aydan daha az olan 16 hasta bu gruba alindi. Grup II: Diyabet siireleri 6 ay/ayin iizerinde 60 aydan az 29
hasta bu gruba alindi. Grup III: Diyabet siireleri 60 ay ve {istiinde 25 hasta bu gruba alind1.

Tip 2 DM’li hastalar, BMI’ya gore 3 gruba ayrildi:

BMTI’ya gore gruplarin DM siire, HbA ¢ acisindan ve yas agisindan tiim gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu. Grup I ile Grup III arasinda BK

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi. Yine Grup I ile Grup III arasinda
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CD42b ve trombosit sayilart arasinda sinirda bir anlamlilik vardi (Tablo 15). Trombosit
ve aktivasyon gostergelerine bakildiginda; CD41, CD61, CD62P, CD63 ve CD42b
acisindan gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Tablo 15°de

hastalarin 6zellikleri verilmistir.

Tablo 15: BMi’ye gore gruplarin karsilastirilmasi

Grup I (n: 5) Grup II (n: 37)

Grup III (n: 28) P

Yas (vi) 43.80+4.71  51.16+8.06 51.00+8,34 v>0.05
DM Siiresi (ay) 86.0+84.80  56.54+4555  55.43+64.90 v>0.05
HbA ¢ (%) 10.2442.66  8.91+2.50 9.03+2.70 v>0.05
Trb (10°/uL)  304.60+44.89 237.75+47.65  255.86+65.45  0.=0.055
BK (10%uL)  9.20+1.06  7.34+1.57 7.53£1.26 @ =0.037
Tg(mg/dl) 109.0£17.63  189.56+113.69  190.50£67.06 0. =0.041
CD41 (%) 96.47+1.02  95.48+5.73 96.15+4.26 v>0.05
CD61 (%) 89.75+13.03 95.32+5.34 95.97+3.48 v>0.05
CD62p (%) 16.44+18.32  5.83+9.88 7.07+10.95 v>0.05
CD63 (%) 26424622  30.69+16.59  27.47+13.78 v>0.05
CD42b (%) 82.52+18.98 94.88+6.93 96.3044.30 @ =0.056

o : Grup I-III arasinda y: tiim gruplar aras1 BK: Beyaz kiire Tg: Trigliserit Trb: Trombosit Grup I;
BMI <25 olan 5 hasta bu gruba dahil edildi. Grup II: BMI >=25 ve <30 olan 37 hasta bu gruba dahil
edildi. Grup II1: BMI >=30 olan 28 hasta bu gruba dahil edildi.

Tip 2 DM’li hastalar, sigara icimine gore 3 gruba ayrildiginda:

DM siiresi, yas, BMI, HbA;c ve trombosit sayisi agisindan tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu. Trombosit ve aktivasyon gostergelerine
bakildiginda; CD41, CD61, CD62P, CD63 ve CD42b agisindan gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05). Hastalarin sigara icme siireleri

paket/y1l hesaplanarak tespit edildi. Hasta verileri Tablo 16°te gdsterilmistir.
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Tablo 16: Sigara icimine gore gruplarin karsilastirilmasi

Grup I (n: 40) Grup II (n: 18) Grup I (n: 12)

Yas (yi) 50.76+8.95 49.72+7.58 51.54+8.16
Sigara (paket/yil) - 20.13+13.84 22.00+12.19
DM Siiresi (ay) 62.95+65.86 42.83+44.70 63.62+41.61
HbA ¢ (%) 9.28+2.80 8.67+2.20 9.11+2.46
Trombosit (10°/uL) 255.37+61.31  250.65+55.34 230.15+48.86
CD41 (%) 96.48+3.92 95.30+6.52 94.79+5.39
CD61 (%) 95.61+5.50 95.16+5.79 94.89+4.98
CD62P (%) 9.07+12.80 4.45+9.87 5.33+6.62
CD63 (%) 31.02+16.39 24.03+12.60 30.07+13.26
CD42b (%) 95.09+8.21 94.46+7.89 94.15+6.59

Grup I: Hig sigara icmemis 38 hasta bu gruba alindi. Grup II: Halen sigara igmekte olan 18 hasta bu
gruba alindi. Grup III: Sigaray1 terk etmis 14 hasta bu gruba alindi.

Tip 2 DM’li hastalar, tedavi rejimine gore 3 gruba ayrildiginda:

DM siiresi, yas, BMI, HbAc ve trombosit sayisi agisindan tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu. Trombosit ve aktivasyon gdstergelerine
bakildiginda; CD41, CD61, CD62P, CD63 ve CD42b agisindan gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0.05). Hasta verileri Tablo 17°da

gosterilmistir.
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Tablo 17: Tedavi rejimine gore gruplarin karsilastirilmasi

Grup I (n: 38) Grup II (n: 18) Grup III (n: 14)

Yas (yi) 49.75+8.72 50.11+7.88 53.90+9.70
DM Siiresi (ay) 16.00+23.97 59.61+46.91 119.50+76.02
HbA ¢ (%) 8.56+2.69 8.63+2.30 11.66+2.18
Trombosit (10°/uL) 236.44+67.18 258.05+47.91 236.70 £76.64
CD41 (%) 95.58+3.94 96.09+5.28 94.85+5.34
CD61 (%) 95.98+3.33 95.14+6.10 94.63+5.40
CD62P (%) 9.23+14.03 7.53+10.99 1.70+2.73
CD63 (%) 25.00+14.32 31.73+15.51 24.11+11.37
CD42b (%) 95.66+4.01 94.15+9.21 95.66+ 4.35

Grup I; ilagsiz sadece diyet, egzersiz ve yasam tarzi degisikligi ile izlenen 16 hastadan olugmaktaydi.
Grup II; oral anti-diyabetiklerden bir veya bir kagindan kullanan 44 hastadan olusmaktaydi. Grup III;
yalnizca insiilin ve/veya birlikte oral anti-diyabetiklerden bir veya bir kagindan kullanan 10 hastadan

olusmaktaydi.
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V - TARTISMA

Diabetes Mellitus, hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmalarinin bozuklugu ile seyreden, kronik ve progresif bir hastaliktir. Kronik
siirecte hastalik hemen hemen tiim sistemleri etkilemektedir. Etkilenen sistemlerin en
onemlilerinden biri de hemostaz ve koagiilasyon olup diyabetlilerin yasam siiresini
azaltan ve kardiyovaskiiler olay riskini artiran en hassas sistemdir. Bu sistemin i¢inde de
trombositler ¢ok kritik bir 6neme sahiptir. Zamanla tromboembolik komplikasyonlarin
daha iyi anlagilmasiyla trombositler daha da 6nem kazanmistir. Buna bagl olarak tip 2
DM'ye bagl gelisen komplikasyonlarin dnlenebilmesi veya en aza indirgenebilmesi i¢in
trombosit aktivasyonu ile ilgili mekanizmalarin agiga kavusturulmasi gerekmektedir.

DM’li hastalarda trombosit aktivasyonu ile ilgili 6zellikle son yirmi yilda
teknigin de ilerlemesi sayesinde DM’li hastalarda trombosit aktivasyonu ile ilgili olarak
bircok calisma yapilmistir. Glikoz verilen hastalarda trombosit yapiskanliginin arttiginin
gosterilmesi ile DM’li hastalarin trombositlerinin stimiilan ajanlara karsi hassas oldugu
ve saglikli insanlara gore trombosit aktivasyonunun arttig1 tespit edilmistir (76, 77).

Trombosit aktivasyonunun artmasi, sebebi ne olursa olsun birgok doku ve
organa zarar vermektedir. Aktivasyonun basamaklar1 ise; trombosit adhezyon,
agregasyon ve sekresyonunda artis ve trombiis formasyonunun olusumu, sitotoksik
reaktif oksijen radikallerinin olusumu, trombosit ve endotel kaynakli biiylime
faktorlerinin  artmigs salmimi, endotelyal disfonksiyon ve vaskiiler diiz kas
proliferasyonu sayilabilir (83). Trombositin aktive olmasiyla trombosit graniillerinden
bir¢ok vasoaktif madde salinmakta ve endotelle etkilesmektedir.

Preeklemside, aktif inflamatuvar barsak hastalifi olanlarda, akut miyokard
infarktiisiinde, inmede, pulmoner tromboembolide, periferik vaskiiler hastalikta,
kardiyopulmoner bypassda, diyabetik mikroanjiyopatide, homozigot B talasemide ve
migren gibi ¢esitli patolojik durumlarda trombositlerin aktive oldugu gdosterilmistir (41,
42,43, 58, 62, 73).

Calismamizda CD62p diizeyi tip 2 DM’li hastalarda, kontrol grubuna gore daha
diisiik saptandi fakat sonug istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu sonuglar istirahat
(bazal) trombosit aktivasyon potansiyelininin tip 2 DM’li hastalarda artmadigini
gostermektedir. Glisemik kontrolii kotii (HbAlc>= %10) olanlarda CD62p orani, iyi
glisemik kontrolii (HbA1c<% 7) olanlardan anlamli olarak daha diisiik saptandi.CD62p
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ekspresyonu, glisemik kontrol (HbAc) ile ise negatif korelasyon gostermistir (r=0.237,
p=0.049). Literatiirde bizim sonuglarimiza benzer ve farkli sonuglar bulunmaktadir.
Ornegin, tip 1 DM’lilerde yapilan galigmalardan, Rauch ve arkadaslar1 (86) CD62p ve
trombospondin gostergelerini akim sitometri yontemi ile incelemisler ve sonugta bu
gostergelerin saliniminin mikroanjiyopatili diyabetik olgularda azaldigini, bunun da
trombosit yilizey gostergelerinin artmig tiikketimine bagh oldugunu ileri stirmiislerdir.
Hilberg ve arkadaslar1 (87) 16 tip 1 DM’li hastada yaptiklar1 ¢aligmada bazal CD62p
diizeyinin artmadigini, ancak trombin reseptor aktive edici peptid ile uyarildiktan sonra
arttigin1 gézlemlemislerdir. Hu ve arkadaglar (88) ise 15 tip 1 DM’li hastada yaptiklari
calismada bazal CD62p ekspresyonunun artmadigini, ADP ve trombin ile uyar
sonrasinda CD62p ekspresyonunun belirgin olarak arttigini ayrica trombosit ve 16kosit
aktivasyonunun egzersiz ile arttigimi gostermislerdir. Yine, yeni yapilan Aslan’in
yaptig1 calismada, 36 tip 1 DM’li hastalarla, kontrol grubu karsilastirildiginda; tip 1
DM’li hastalarda CD62p diizeyinin ADP ile uyar1 sonrasinda belirgin olarak arttigi,
ancak bazal CD62p diizeylerinin hastalarda daha diisiik oldugu fakat kontrol grubu
arasinda farklilik gostermedigini tespit ettiler (89).

Literatiirde aktivasyon markerlarinin arttigina yonelik calismalar da mevcuttur.
Ornegin, Nomura ve arkadaslar1 (90) 76 tip 2 DM’li hastada yaptiklar1 ¢alismada,
CD62’nin de bulundugu, trombosit aktivasyon gostergelerinin hiperlipidemik tip 2
DM’li hastalarda, kontrol grubuna ve diyabetik olmayan hiperlipidemik hastalara gore
daha yiiksek oldugunu ve istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsterdigini bulmuslardir.
Keating ve arkadaslar1 (91) 21 tip 2 DM’li hastada yaptiklar1 ¢alismada yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinin CD62p ekspresyonunu ve CD41/CD61’in aktivasyonunu
arttirdigin1  gostermisler ve ADP ile uyar1 sonrasi P-selektin ekspresyonunun ve
CD41/CD61 aktivasyonunun daha c¢ok arttigini tespit etmislerdir. Ayrica, o graniil
sekresyon esiginin hiperglisemiye bagh degistigini bildirmislerdir. Shouzu ve
arkadaglar1 (92) 73 DM’li hastada yaptiklar1 caligmada trombosit tiklopidin &ncesi
CD62 ve CD63 diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir.

Calismamizda, diyabetli olma siiresine gore gruplandirmalar yapildiginda, stire
ile HbAc arasinda pozitif korelasyon vardi fakat trombosit aktivasyon gostergeleri
arasinda anlamli iligki yoktu. Olgular1 diyabet siirelerine gore karsilastirdigimizda
diyabet siiresi uzun olan olgularin; yaslarinin daha biiyiik oldugu saptandi. Literatiirde

de diyabetin komplikasyonlarinin gelismesinde en giiglii risk faktorii olarak diyabetli
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olma siiresi gosterilmektedir (30, 67, 90, 93).

DM’li hastalarda hipergliseminin standart ve giivenilir gostergesi HbA ¢ degeri
ile dogrulanmaktadir (67). lyi metabolik kontroliin diyabetin komplikasyonlarinmn
olusumunu ve ilerlemesini yavaglattigi bugiin artik tartismasiz olarak kabul
edilmektedir. ‘United Kingdim Prospective Diabetes Study’ (UKPDS) c¢alismasinda
diyabetli  hastalarda, 1iyi metabolik kontrol ile diyabetin mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin anlamli olarak diistiigii tespit edilmistir (94).

Nomura ve arkadaglart (90) 23 tip 2 DM’li hastada yaptiklart c¢aligmada
trombosit aktivasyon isaretlerinin hiperlipidemik tip 2 DM’li hastalarda daha yiiksek
oldugunu gozlemislerdir. Fakat bizim ¢alismamizda hastalarimizin kontrol grubu ve
kendi aralarinda karsilastirdigimizda hiperlipidemi acisindan trombosit aktivasyon
isaretlerinde anlamli degisiklik saptamadik.

Calismamizda tip 2 DM’li hastalarda bazal CD63, CD42b, CD61 diizeylerinin
tip 2 DM’li hastalarda HbAc diizeylerine gore gruplandirildiginda artmamasi,
hiperglisemik etkinin bu gdstergeleri zaten yeterli diizeyde artirmis olmasina baglandi.
Bunun diger bir nedeninin de trombosit izolasyonunda santrifiij yontemi uygulanmasina
sekonder olabilecegi diisiiniildii (85). Trombositlerdeki bu durum;

1. Aktive olan CD62’nin yarilanma Omriiniin kisa olmasi ve tiiketiminin hizli
olmasina,

2. Trombosit yiizeyindeki glikoprotein reseptdrlerinin degisimine,

3. Trombosit yiizeylerinde bulunan ve adhezyonu saglayan protein reseptorleri ile
glikoproteinlerin iletisim bozukluklarina,

4. Membran akiskanliginda azalma, trombosit metabolizmasinda bozulmaya,

5. Trombosit i¢i sinyal iletim yollarinda meydana gelen degisikliklere, baglh
olabilecegi diisliniildii.

Sonu¢ olarak, trombosit aktivasyon isaretcilerinden CD62p’nin kontrol
grubundan daha diisiik olmas1 ve glisemik kontroliin gostergesi olan HbA ¢ ile negatif
korelasyon gdstermesi, Ozellikle kotii kontrollii tip 2 DM’li hastalarda trombosit

fonksiyon bozukluguna isaret edebilir.
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VI - SONUC VE ONERILER

Calismada elde ettigimiz sonuglar soyle siralanabilir:

1. Tip 2 DM’li hastalarda bazal trombosit aktivasyon markeri CD62p diizeyi, kontrol
grubuna gore daha diisiik oranda bulundu.

2. Kotli metabolik kontroliin, tip 2 DM’li hastalarda (trombosit kullanilimin1 artirarak)
bazal P-selektin (CD62) degerini azalttig1 bulundu.

3. Tip 2 DM’li hastalarda HbA c ile CD62P degeri arasinda negatif korelasyon oldugu
bulundu.

4. Tip 2 DM’li hastalar diyabet siirelerine gore karsilagtirildiginda, hastalik siiresi uzun

olan vakalarin HbAc diizeylerinin arttig1 bulundu.

HbA ¢ ile yas arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu.

Diyabet siiresi ile CRP arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu.

HbA c ile mikroalbiiminiiri arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu.

Diyabet siiresi ile sedimantasyon arasinda pozitif korelasyon oldugu bulundu.

A R AN

Diyabetin siiresi ile Hb arasinda negatif korelasyon oldugu bulundu.
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OZET

Tip 2 diyabetes mellituslu hastalarda bazal trombosit aktivasyonunun glisemik

kontrol ile iliskisi

Amag: Biz bu calismada, glisemik kontrolle tip 2 DM’li hastalardaki bazal trombosit
aktivasyon gostergeleri ile olan iligkisini ve saglikli kontrol grubu ile karsilastirilmasini
amagladik. Aktivasyon gostergelerinin HbAc diizeyi, diyabet siiresi, sigara i¢imi,

hiperlipidemi, hipertansiyon, BMI ve tedavi rejimi ile arasindaki iliskisi incelendi.

Materyal Metod: Calismaya, daha 6nce antikoagiilan ve/veye trombositleri etkileyecek
(aspirin, varfarin, steroid veya non-steroid antiinflamatuvar ilag vb.) ilag almamig 70 tip
2 diyabetik hasta ve 17 saglikli goniillii alindi. Trombositlerin aktive olamamasi i¢in
kan Ornekleri 19 gauge capli ignelerle alind1 ve antikoagulan olarak sitrat kullanildi.
Olgiimler igin trombosit aktivasyonunda spesifik ve sensitif oldugundan akim
sitometrisi yontemi kullanildi. Caligmada trombosit spesifik gdstergesi olarak CD41
monoklonal antikoru, trombosit aktivasyon gostergesi olarak, CD42b,CD61, CD63 ve
CD62’ye kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlar kullanilda.

Bulgular: Caligmamizda, aktivasyon gostergeleri ile diyabet siiresi, sigara icimi,
hiperlipidemi, hipertansiyon, BMI ve tedavi rejimi ile arasindaki anlamli iliski
bulunmadi. Diyabetiklerde bazal CD62p degeri kontrol grubuna gore daha diisiiktii.
Fakat bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi. Glisemik kontrolii kotii (HbA1lc>=
%10) olanlarda CD62p orani, iyi glisemik kontrolii (HbA1c<% 7) olanlardan anlamli
olarak daha diisiik saptandi.

Tartisma: Bulgularimiz, azalmis tombosit aktivasyonunun 6zellikle glisemik kontrolii

kotii olanlarda tip 2 DM ile iligkili olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Tip 2 DM, Trombosit aktivasyonu, CD62, CD41/CD61, CD63
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SUMMARY

The effect of glisemic control on basal platelet activation in patients with type 2

diabetes mellitus

Aims: In this study, we aimed to evaluate the effect of glisemic control on basal platelet
activation in patients with type 2 diabetes mellitus and to compare with healthy controls.
The relations between platelet activation markers and HbA 1c level, duration of diabetes,
smoking status, hypertension, hyperlipidemia, BMI and treatment regimen were

investigated.

Material and methods: Seventy type 2 diabetic patients who were not using
anticoagulants and/or drugs affects platelets (aspirin, warfarin, steroids or non-sterid
anti-inflammatory drugs etc.) and 17 healthy controls were included in the study. The
blood samples were drawn with 19 gauge needle and citrate was used as an
anticoagulant so that platelets did not activate by collecting and examinating. A spesific
and sensitive method of platelet activation, flow cytometry were used for the
measurements. In the study, monoclonal antibody CD41 was used as specific platelet
indicator and monoclonal antibodies formed against CD42b, CD61, CD63 and CD62p

were used as platelet activation markers.

Results: In our study, there was no significant relation between activation markers and
duration of diabetes, smoking status, hypertension, hyperlipidemia, BMI and treatment
regimen. Basal level of CD62p was lower in diabetics than in control group. But these
difference was not statisticaly significant. CD62p level was significantly lower in

patients with poor glisemic control (HbAlc>= %10) than in tight control (HbA1c<% 7).

Conclusions: Our finding indicate that type 2 DM may associated with decreased basal

platelet activation, especially in patients with poor glisemic controls.

Keywords: Type 2 DM, Platelet activation, CD62, CD41/CD61, CD63
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