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TURKCE OZET

Bir pirimidin niikleozidi olan iiridin, viicutta serbest halde bulunabildigi gibi
niikleotidlerin fosfatli hallerinde de bulunabilir. Niikleotid sekerlerin ve niikleik
asitlerin yapisina girer, glikojen biyosentezi, protein ve lipid glikolizasyonu gibi
bircok fizyolojik fonksiyonda yer alir. Uridin niikleotidleri piirinerjik reseptorler
tizerinden hiicresel etkilerini gosterirler.

Hemostaz, dolasim sistemi i¢inde bulunmasi gereken kanin, herhangi bir hasar
durumunda bu sistem disina ¢ikmasini engellemek, kanamay1 durdurmak amaciyla
islev goren fizyolojik bir sistemdir. Kan kaybini 6nleyerek hayat kurtarici olabildigi
gibi, patofizyolojik sartlarda normal akisin olmasi gereken damar yataginda anormal
hemostazin olusmasi ile hayati tehdit eden sonuglara da yol acabilmektedir.

Hemostazin hiicresel bileseni olan trombositler {izerinde piirinerjik
reseptorlerin bazi alt tipleri tanimlanmustir. Ozellikle adenin ve niikletidlerinin
trombositler iizerindeki etkilerine dair aryrintili calismalar bulunsa da iiridin ve
niikleotidlerine dair bu ¢aligmalar sinirlidir. Bu ¢alismada tiridin ve niikleotidlerinin
hemostaz parametreleri iizerine etkileri optik agregometre ile hiicresel diizeyde,
tromboelastogram ile sistem diizeyinde arastirilmistir.

Agregometre deneylerinde tiridinin 10, 100 ve 1000 uM son konsantrasyonlari,
UMP, UDP ve UTP’nin 1, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM son konsantrasyonlari
calisildi. Trombositten zengin plazma iizerine iiridin veya niikleotidi eklenerek 3
dakika inkiibe edildi. Ardindan ADP, kollajen veya epinefrin ile agregayon
uyarilarak elde edilen agregasyon egrileri kontrol grubuna gore karsilastirildi.

Tromboelastogram deneylerinde iiridin ve niikleotidlerinin 1000 uM son
konsantrasyonlari1 caligildi. Tromboelastogram parametreleri kontrol grubuna gore
degerlendirildi.

Agregometrede iiridinin diisiik konsantrasyonda kollajen ile uyarilan
agregasyonu aktive ettigi, UDP ve 6zellikle UTP’nin konsantrasyona bagli olarak
ADP ve kollajen ile uyarilan agregasyonu inhibe ettigi bulunmustur. UDP ve UTP,
epinefrin ile uyarilan agregasyonlarda diisiik konsantrasyonlarda aktivasyon, yiiksek
konsantrasyonlarda inhibisyon yoniinde sonuglar vermistir.

Tromboelastogramda iiridin ve UMP’nin etkisi gozlenmezken, UDP’nin
hiperkoagiilan, UTP’nin hipokoagiilan etkisi gbzlenmistir.

UMP’nin etkisiz olmasi, UDP ve ozellikle UTP’nin konsantrasyon artisla
birlikte etkilerinin gézlenmesi, trombositler iizerindeki inhibitor etkilerinin fosfat
gruplartyla iligkili oldugunu diistindiirmektedir. UTP’nin inhibitér etkisi
tromboelastogram ile de gozlenmistir. Tromboelastogramdaki UDP’nin aktivasyon
yoniindeki etkileri, UTP’ye gore zit ve ilk defa ortaya konan bulgulardir.

Anahtar Sézciikler: Uridin, hemostaz, trombosit, agregometre, tromboelastogram.
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SUMMARY
Effects of Uridine and Nucleotides on Hemostasis Parameters

Uridine, a pyrimidine nucleoside, may be present in the body in free form or
in phosphated forms of nucleotides. Uridine enters the structure of nucleotide sugars
and the structure of nucleic acids. It is involved in many physiological functions such
as glycogen biosynthesis, protein and lipid glycolization. The uridine nucleotides
exert their cellular effects through purinergic receptors.

Hemostasis is a physiological system that functions to prevent the blood that
should be present in the circulatory system from going out of the system and to stop
the bleeding in case of any damage. It can be life-saving by preventing blood loss,
and can lead to life-threatening consequences with abnormal hemostasis in the
vascular bed.

Several subtypes of purinergic receptors have been identified on platelets.
Although there are detailed studies on the effects of adenine and nucletides on
platelets, these studies on uridine and nucleotides are limited. In this study, the
effects of uridine and nucleotides on hemostasis parameters were investigated at
cellular level by optical aggregometer, and at system level by thromboelastogram.

In the aggregometer experiments, the final concentrations of uridine 10, 100
and 1000 uM and final concentrations of 1, 10, 50, 100, 500 and 1000 uM of UMP,
UDP and UTP were studied. Uridine or nucleotide was added to the platelet-rich
plasma and incubated for 3 minutes. Then, aggregation curves obtained by
stimulating aggregation with ADP, collagen or epinephrine were compared
according to the control group. In thromboelastogram experiments, final
concentrations of 1000 upM of uridine and nucleotides were studied.
Thromboelastogram parameters were evaluated according to the control group.

In the aggregometer, uridine was found to activate low concentration
collagen-induced aggregation, UDP and especially UTP inhibited ADP and collagen-
induced aggregation, depending on the concentration. UDP and UTP showed low
concentrations of activation and high concentrations of inhibition in epinephrine-
induced aggregations. While thromboelastogram showed no effect of uridine and
UMP, hypercoagulant effect of UDP and hypocoagulant effect of UTP were
observed.

The ineffectiveness of UMP, the observation of the effects of UDP and
especially UTP with increasing concentration suggest that inhibitory effects on
platelets are related to phosphate groups. The inhibitory effect of UTP was also
observed by thromboelastogram. The effects of UDP on activation in
thromboelastogram are opposite and first-time findings compared to UTP.

Keywords: Uridine, hemostasis, platelets, aggregometer, thromboelastogram.
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GIRIS

Uridin, kanda ve dokularda serbest halde bulunur. Dokularda mono- (UMP),
di- (UDP) ve tri-fosfatlhh (UTP) formlarda bulunabilir veya niikleotid sekerlerin
(UDP-glukoz ve UDP-galaktoz), niikleik asitlerin (RNA) yapisina katilabilir
(Cansev, 2006; Lecca ve Ceruti, 2008). Uridin; glikojen biyosentezi, protein ve lipid
glikolizasyonu ve pirimidinerjik transmisyon gibi bir¢ok farkli fizyolojik
fonksiyonda rol oynar (Cansev, 2007; Lecca ve Ceruti, 2008). RNA’dan
serbestleserek gidalarla viicuda alinabildigi bilinen bir bilgidir fakat hiicrelere nasil
alindigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. In vitro caligmalarda pirimidin
niikleozidlerinin taginmasinin ve dokulara alinmasmin hormonlarla (insiilin,
glukagon vb.) kontrol edilebilecegi ve pirimidinlerin dokularda niikleotid ve niikleik
asitlerin yapisina katilabilecegi belirtilmistir.

Hemostaz, kanamayr durdurmak tiizere pihtt olusumu ve lizisin, patolojik
pihtilasma (tromboz) olusturmadan kontrollii bir sekilde aktivasyonudur. Bir diger
ifade ile kan damarlarindaki tiim sivilarin korunmasii saglayan dolasim sistemi
ozelligidir. Trombositler, hemostazda rol alan en 6nemli kan hiicresi grubudur.
Normal durumda trombojenik degillerdir. Herhangi bir uyaranla aktiflesmeleri
halinde hemostazda etkin rol alirlar. Aktiflenmis trombositlerden ¢ok sayida aktif
madde saliverilir. Koagiilasyon faktorleri i¢in reseptorler ve doku faktorleri sunarlar
(Guyton ve Hall, 2007).

Calismamizin amaci tridin ve niikleotidlerinin tek baslarma hemostaz
parametreleri iizerine etkilerinin incelenmesidir. Ozellikle hiicre bazinda trombositler
tizerindeki etkileri ve hemostazin tamamen degerlendirildigi tromboelastogram

tizerinden {iridin ve niikleotidlerinin hemostaz {izerine etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Niikleotidler

Niikleotidler yasam i¢in gerekli fonksiyonlar1 olan, diisiik molekiiler agirlikls,
azot igeren bilesiklerdir. DNA (Deoksiribo niikleik asit) ve RNA’nin (Ribo niikleik
asit) yapisina katilarak genetik bilginin aktarilmasi ve saklanmasinda énemli rolleri
vardir. Bunun yanisira hiicrede kimyasal enerjinin tasinmasinda gorev alirlar. Bazi
koenzimlerin yapisinda bulunurlar. Metabolik yolaklarda metabolik ara {iriin olarak
bulunurlar. Hiicreleraras1 haberlesmeyi saglayan sinyal molekiilii olarak gorev
yaparlar.

Niikleotidler, fosfat grubunun niikleozidlere eklenmesiyle olusur.
Niikleozidler ise piirin ya da pirimidin bazlarindan biriyle birlikte 5 karbonlu bir
seker icerir. Adenin ve Guanin piirin bazlar1 olarak adlandirilirken; Sitozin, Timin ve
Urasil pirimidin bazlar1 olarak adlandirilir. Timin DNA’nin yapisina, Urasil
RNA’nm yapisina katilir ve 5 karbonlu sekerin yapisi niikleik asidin yapisini belirler.
Deoksiriboz seker varliginda DNA’dan, riboz seker varliginda RNA’dan bahsedilir
(Nelson ve Cox, 2013) (Sekil 1).

Piirinler
O\ o Pentoz s
o » “, (0] Baz % NN N AT
"o, [e0=F"] AN ERAR
o 3 . G GRA,,
O | O 0 Glikozidik bag
\ Riboz Adenine Guanine
Deoksiriboz Pirimidinler
------- Niikleozid --! NH; ? o
H H4C H
-- Nikleozid monofosfat .. (‘\L'N ‘)‘\N d fL.N/
--------------------- Nilkleozid difosfat - IS W Y LA,
Niikleozid trifosfat - J Cytosine i e

Niikleozid monofosfat

Niikleozid difosfat NUKLEOTIDLER
Niikleozid trifosfat

Sekil 1: Niikleotidlerin yapisi (Vikipedi’den uyarlanmustir).



2.1.1. Pirimidin Bilesiklerinin Kimyasal Yapisi

Pirimidin bilesikleri, kimyasal yoniiyle benzen ve piridine benzeyen,
heterosiklik organik aromatik bilesiklerdir. Alt1 iiyeli kimyasal halkanin 1 ve 3
numarali pozisyonlarinda birer adet azot atomu tasirlar. Pirimidinler niikleotid,
niikleozid ve baz formlarinda bulunurlar.

Pirimidin bazlar1 temel olarak niikleik asitler olan DNA ve RNA’nin yapisina
katilirlar. Sitozin DNA ve RNA’nin yapisinda bulunur, timin sadece DNA’nin, urasil
ise sadece RNA’nin yapisinda bulunur. Pirimidin bazlarinin kimyasal yapilari sekil
2’de verilmistir.

NHz 0 O

| I I

Nfc\CH HN-CN C/CH3 Ht|4 - C\c
| I

L b e !
H H

Sitozin Timin Urasil
(S) (T) (V)

Sekil 2: Pirimidin bazlarinin kimyasal yapilar1 (Vikipedi’den uyarlanmistir).

Pirimidin niikleozidleri, pirimidin bazlarina riboz veya 2-deoksiriboz formunda
bir seker molekiiliiniin eklenmesiyle olusur. Bu reaksiyonda pirimidin bazinin 1
numarali azotu ile seker molekiiliintin 1 numarali karbonu birlesir. Pirimidin
niikleozidi baz isminin sonuna ‘-idin’ takisinin getirilmesi ile ifade edilir (iiridin).
Bazlara riboz eklendiginde olusan niikleozid herhangi bir taki almazken, 2-
deoksiriboz eklendiginde ismin Oniine ‘d-’ takist getirilir (dTTP; deoksitimidin-5'-

trifosfat). Pirimidin niikleozidlerinin kimyasal yapilar sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3: Pirimidin niikleozidlerinin kimyasal yapilar1 (Vikipediden uyarlanmistir).

Pirimidin niikleotidlerinin olusumu, niikleozidlerin 5’-hidroksil grubuna fosfat
gruplarinin eklenmesiyle gergeklesir. Niikleotidin ismi eklenen fosfat gruplarinin
sayisiyla belirlenir. Bir, iki ya da ii¢ fosfat grubu eklendiginde niikleozid ismine
sirastyla  ‘mono-¢, ‘di-* ya da ‘tri-* ekleri getirilerek olusturulur. Pirimidin
niikleozidlerine ii¢ fosfat grubu eklendiginde olusan niikleotidler sekil 4’te

gosterilmistir (Joule ve Smith,1972).

I ?
NH
o] 0
2 9 ﬁ,g ,g RPN | A
HO—IT—O—IT-O-P-O HO—P—O—P—O—P—O 0-P-0-P-0-P-0_ Wy
o 0 o O 0 o |0
OHOH OHOH T—f\

Sitidin-5"-trifosfat (CTP) Timidin-5"trifosfat (TTP) Uridin-5'-trifosfat

Sekil 4: Pirimidin niikleotidlerinin {i¢ fosfat grubu iceren kimyasal yapilari (Vikipedi’den uyarlanmistir).

2.1.2. Pirimidin Bilesiklerinin Sentezi

Pirimidin bilesikleri Vviicutta de novo yolak ve kurtarma yolagi adh
mekanizmalar araciligiyla sentezlenir (Barness, 1995). Pirimidin niikleotid sentezinin
de novo yolagi, bobrek ve bircok dokuda kurtarma yolagina goére daha 6nemli bir
sentez sekli olup biiylime ve gelisme boyunca oldukga aktiftir (Traut ve Jones, 1996).

Kurtarma yolagi ise pirimidinlerin beyinde baglica sentez seklidir.



Pirimidin sentezinin de novo yolaginda ilk dnce karbamoil fosfattan iiridin-5’-
monofosfat (UMP) sentezlenir. Daha sonra UMP’ye fosfat gruplar aktarilarak
sirasiyla tiridin difosfat (UDP) ve iiridin-5’-trifosfat (UTP) elde edilir.

Pirimidin sentez yolagi i¢in aspartat dnemli bir aminoasittir. Glutamin ise bes
farkl1 basamaktaki en Onemli aminoasit kaynagidir. Yaygin pirimidin
riboniikleotidleri sitozin ve urasil igeren sitidin-5’-monofosfat (CMP; sitidilat) ve
tiridin-5’-monofosfat (UMP; iiridilat)’tir. Pirimidin halkasi orotat olarak sentezlenir,
orotat riboz fosfata baglanir ve niikleik asit sentezi igin gereken niikleotidlere
cevrilir. Bu islem i¢in gereken karbamoil fosfat ayni1 zamanda iire yikiminin da ara
irtintidiir. Orotat olustuktan sonra yine fosforibozil pirofosfat (PRPP) tarafindan
saglanan riboz 5-fosfat yan zincirinin orotata baglanmasiyla orotidilat olusur.
Orotidilat dekarboksillenmeyle {iridilata, {iridilat ise fosforillenmeyle UTP’ye
dontigiir. Sitidilat sentetaz katalizorliiginde UTP’den CTP (sitidin-5’-trifosfat) elde
edilir (Gibellini ve Smith, 2010; Nelson ve Cox, 2013) (Sekil 5).
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Sekil 5: Pirimidin bilesiklerinin de novo sentez yolagi (Nelson ve Cox, 2013 kaynagindan uyarlanmistir).



DNA’nin yapisina katildiklarindan timin niikleotidleri deoksi formunda
sentezlenir. Bu da ilk olarak UDP ya da CDP’den (sitidin difosfat), dUMP’nin
(deoksi tiridin-5’-monofosfat) sentezlenmesini gerektirir. Sonra dUMP timidilat
sentaz enziminin katkistyla dTMP’ye (deoksi timidin-5’-monofosfat) dontistiiriiliir

Pirimidin sentezinin kurtarma yolag1 ise pirimidin niikleozidlerinin kandan
dokulara alinmast ve niikleotidlerin bu niikleozidlerden sentezlenmesidir.
Sentezlenen niikleotidler, niikleotid havuzuna aktarilir (Wurtman ve ark., 2000)
(Sekil 6).

serbest UTP
havuzu

tiridin kinaz I

tiridin ) | UVP mmmm) UDP =) UTP

sitidin
deaminaz
o RNA
sitidin (geklrdek)

Sekil 6: Pirimidin niikleotidlerin kurtarma yolagi (Wurtman ve ark., 2000 kaynagindan uyarlanmustir).

2.1.3. Pirimidin Bilesiklerinin Parcalanmasi

Pirimidin niikleotidlerinin bazlara pargalanmasi deaminasyon,
defosforilasyon ve glikozidik bag kirilmasi ile gergeklesir. Pirimidin niikleotidleri 5°-
niikleotidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonla, fosfat gruplarindan ayrilarak
niikleozidlerine pargalanir. Niikleozidlerin riboz-1-fosfat ve serbest bazlara
parcalanmasi da pirimidin niikleozid fosforilaz enzimi ile gergeklestirilir.
Pirimidinlerin  pargalanmasimin ~ son iriinii olarak UMP ve CMP’nin
parcalanmasindan f-alanin, dTMP’nin par¢alanmasindan ise [-aminoizobutirat
olusur. B-alanin ve B-aminoizobiitirat viicuttan atilir. Bunun yanisira (3-alanin beyin
ve kaslarda bulunan dipeptid karnozin ve anserinin yapilarina da katilabilir (Sekil 7)
(Nelson ve Cox, 2013).
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Sekil 7: Pirimidin bilesiklerinin par¢alanmasi (https:/library.med.utah.edu/NetBiochem/pupyr/pupy11.gif kaynagindan
uyarlanmugtir).

2.1.4. Niikleotidlerin Hiicresel Reseptorleri

Piirin ve pirimidin niikleotidleri viicutta ¢cok genis bir dagilim gosterirler.
Kolinerjik olmayan sinir uglarindan veya strese cevaben birgok hiicreden salinirlar.
Serbest birakilan niikleotidler daha sonra hiicre membrani iizerindeki reseptorleri ile
hiicresel etkilerini olustururlar. Piirin ve pirimidin niikleotidlerinin reseptorlerine
“Plirinerjik  reseptorler” denir. Piirinerjik reseptdr terimi yalnizca piirin
niikleotidlerinin reseptorii gibi diisiiniilse de, pirimidin niikleotidlerinin reseptdrlerini
de igerir. ‘Piirinerjik’ terimi ilk defa 1972'de Burnstock tarafindan tanimlanmistir
(Nishimura ve ark., 2017).

Simdiye kadar tanimlanmis olan pek cok piirinerjik reseptér, molekiiler
yapilari, farmakolojik O6zellikleri ve sinyal iletim mekanizmalarina bagli olarak
birkag alt tipe boliinmiistiir. Iki ana piirinerjik reseptor ailesi vardir: P1 ve P2
reseptorleri. P1 reseptorleri adenozin igin, P2 reseptorleri ATP ve ADP igin
tanimlanmaistir.

P1 reseptorlerinin A1, A2a, A2b ve A3 olmak tizere dort alt tipi vardir. Hepsi
G protein baglantili reseptor ailesindendir ve hiicre igi ikincil habercileri cAMP

(siklik adenozin monofosfat)’dir. Adenozin ile uyarilirlar.


https://library.med.utah.edu/NetBiochem/pupyr/pupy11.gif

P2 reseptorlerinin baglica iki tipi vardir. P2X reseptdrleri ligand kapili iyon
kanallar1 olup (iyonotropik reseptdrler), genellikle non-selektif katyon kanallaridir.
Sodyum, potasyum, kalsiyum iyon gecirgenligini arttiran kanallardir. Farkl1 7 alt tipi
(P2X1-7) tanmmmlanmstir. ATP ile uyarilirlar (Ulugdl ve Dokmeci, 1990).

P2Y reseptorleri G proteinine baglantiidir ve 7 hidrofobik transmembran
bolge, 3 ekstraseliiler halka ve 3 intraseliiler halkadan olugmaktadir. P2Y
reseptOrlerine bir drnek olarak P2Y12 reseptoriiniin yapist sekil 8’de verilmistir

(Kiigelgen, 2006).

'%Ex@:@@@@xﬁx@c.Ezcm@@@x@csxux@amm@@:& '

Sekil 8: P2Y 12 reseptoriiniin yapisi. (Kiigelgen, 2006)

Bugiine kadar insanlarda sekiz farkli P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11, P2Y12, P2Y13 ve P2Y14) reseptorii tanimlanmistir. P2Y reseptorleri hiicre
fonksiyonunu modiile eden yolaklar1 kullanmalari bakimindan 1ki gruba
ayrilmislardir. P2Y1-benzeri reseptorler uyarildiklarinda Gq proteinleri iizerinden
PLC’yi (fosfolipaz C) aktive eder. Hiicre i¢i DAG (diagilgliserol), IP3 (inositol
trisfosfat) ve ardindan kalsiyum artisi meydana gelir. P2Y12-benzeri reseptorler
uyarildiklarinda Gi proteinleri iizerinden AC (adenilat siklaz) inhibe olur. cAMP ve
protein kinaz C inhibisyonuyla hiicre modiilasyonunda goérev alirlar (Albert ve ark.,

1997; Arslan ve ark., 2000; Jacobson ve ark., 2006). Ek olarak, birkag P2Y



reseptorleri homo veya heterodimerler veya oligomerler olusturarak, cesitli hiicresel
fonksiyonlart indiiklemek icin sinyal yollarini biiyiitiir veya modifiye eder. Ayrica,
bazi niikleotidler bir reseptorii aktive ederken digerini antagonize edebilir (Erb ve

Weisman, 2012).

P2Y,-like: P2Y,,-like:

P2Yy3
“ D
P2Yy, /

Phospholipase Cg Adenylate cyclase

PIP, IPs + DAG ATP cAMP
t[Ca?*] Protein Protein
kinase Cc kinase A

Sekil 10: P2Y1 ve P2Y12 benzeri reseptor ve yolaklar: (Rafehi ve Miiller, 2018 kaynagindan uyarlanmustir.)

P2Y reseptorlerinin 8 adet alt reseptoriinden olan P2Y1, P2Y11, P2Y12 ve
P2Y13 reseptorleri adenin niikleotidlerine duyarliyken, iiridin niikleotidlerini
tanimazlar. P2Y2 ve P2Y4 reseptorleri ise hem UTP hem de ATP tarafindan aktive
edilebilir. Uridin niikleotidleri UTP, UDP ve UDP-glukoz hem periferik hem
merkezi sinir sisteminde bulunan P2Y2, P2Y4, P2Y6 ve P2Y 14 reseptor alt tiplerini
aktive edebilir (Abbracchio ve ark., 2006). Uridin niikleotidleri i¢in yeni bir reseptor
olan GPR17 beyin, kalp ve bobrekte yaygin olarak bulunur ve UDP, UDP-glukoz ve
UDP-galaktoz tarafindan aktive edilir (Ciana, 2006).



P2Y Reseptorleri Ligand G Protein

P2Y,R ADP G,

P2Y,R UTP = ATP Gy Gyans
_—: P2Y,R UTP = ATP G,

P2Y,R uDP G Giaes

P2Y,,R ATP G,, G,

. P2Y,,R ADP G,
i P2Y,,R ADP G,
P2Y,,R UDP-glucose G,

GPR17 UDP, UDP-glukoz
UDP-galaktoz

Sekil 9: Reseptorler ve duyarli olduklar niikleotidler (Nishimura ve ark., 2017 kaynagindan uyarlanmistir).

Piirinerjik sinyalizasyon, omurgalilarda, nérotransmisyon, kardiyovaskiiler
fonksiyon, postnatal gelisim ve yaslanma dahil ¢ok ¢esitli fizyolojik ve
patofizyolojik siire¢lerde 6nemli rol oynar (Burnstock 2006; Burnstock ve Dale
2015; Erlinge ve Burnstock 2008). P2Y reseptor uyariminin hiicrelerin
proliferasyonu, farklilasmasi ve biiyiimesinde gorev aldigi, bunlara ek olarak
hiicreler arasi sinyal iletimi ve uzun siireli potansiyalizasyonda da rol aldigi
bilinmektedir (Cansev, 2007). P2Y reseptorleri birgok hastalik ile iliskilendirilmistir.
Akciger hastaliklar1 (6zellikle kistik fibrozis), vaskiiler hastaliklar, inflamatuar ve

immiin hastaliklar ve kanserin progresyonunda bir¢ok rolleri bulunmaktadir.

2.1.5. Uridin ve Niikleotidleriyle Ilgili Cahsmalar

Uridin, insanlarda dolasimdaki major pirimidindir (Gibelllini ve Smith,
2010). Plazma konsantrasyonlar yaklasik 4-5 pM’dir (Geiger ve Yamasaki, 1956).
Sicanlarda sitidinin kandaki seviyeleri {iiridinden yaklasik 3 kat daha yiiksek
olmasina ragmen, iiridin kan beyin bariyerinden daha etkin bir sekilde geger (Traut,
1994).

Uridin, niikleik asit olusumunda yer alan 5 niikleozidden biridir. RNA’nin
onemli bir bilesenidir. Merkezi sinir sistemi fonksiyonlarinda da 6nemli rolleri
oldugu gosterilmistir (Dobolyi ve ark., 2011). Uridin, UTP veya UMP formunda
bulunur. Yetiskinlerde UMP formunda karacigerde sentezlenip kana salinir. Birgok

bitki ¢esidinde ve anne siitiinde bulunur (Wurtman ve ark., 2010).
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Dobolyi ve ark. (2011) iiridinin, sinaps olusumunu artirarak Alzheimer’in
semptomlarint yavaglatmaya yardimci olabilecegini One siirmiislerdir. Wurtman
(2014), iiridinin beyinde sinaptik iletimi olumlu yonde etkiledigini, DHA ve kolin ile
birlikte kullanildiginda sinerjik etki olusturarak beyinde olusan sinaps sayisini
arttirdigini gostermistir. Ocalan ve ark., (2019) yaptig1 calismada iiridinin REM uyku
yoksunlugunda bozulan bellek tizerine olumlu yonde etki ettigini gostermislerdir.

Bipolar bozuklugu olan depresif ergenlerin tedavisinde iridin tedavisi
depresif belirtilerin énlenmesinde yardimec1 olmustur. Uridin ve Omega-3 yag
asitleri, sicanlarda antidepresan benzeri etkilere sahiptir. Birlikte uygulandiklarinda
tedavide etkin olmasi i¢in her bir ajandan daha az uygulanmasinin yeterli oldugu
gosterilmistir (Carlezon ve ark., 2005; Kondo ve ark., 2011).

Biglarnia ve ark., (2009) karaciger biiylimesi ve hepatosit proliferasyonunun
tiridin takviyesi ile tamamen iyilestigini gdstermistir. Uridin takviyesinin ayrica, pro-
inflamatuvar sitokinleri azalttigi ve siganlarda iltihabi durumlari ve akciger fibroz
belirtilerini hafiflettigi ortaya konmustur. Yapilan ¢aligmalar iiridinin gili¢lii bir anti-
inflamatuar ve anti-fibrotik 6zelliklere sahip oldugunu géstermistir (Cicko ve ark.,
2015).

Uridin ve iiridin-5'-monofosfat, ventrikiiler aritmi siddetini 6nemli Slciide
azaltmigtir. Her iki ilag da fibrilasyon insidansini ve siiresini azaltirken tridin-5'-
monofosfat, belirgin olarak antifibrilator etkinligi gostermistir (Bulon ve ark., 2014).
Miyokard enfarktiisii sirasinda insanlarda UTP seviyeleri artar. UTP, biiyiik olasilikla
insanda P2Y2 reseptorlerinin aktivasyonu ile kardiyak inotropik bir faktordiir.
Ayrica, IP3'e bagli bir yolla P2Y6 reseptorlerine baglanan UDP'nin inotropik etkileri
de gosterilmistir. Bu nedenle, hiicre disi pirimidinler (UTP ve UDP), kalp hastaligi
tedavisinde rol oynayan 6nemli inotropik faktorler olabilir (Wihlborg ve ark., 2006)

Kistik fibroz, akcigerlere ve sindirim sistemine zarar veren Ssodyum
absorpsiyonuna, solunum sorunlarina yol agabilen genetik bir hastaliktir. Uridin 5'-
trifosfatin, kistik fibrozlu hastalarda hava yolu ve mukusu neredeyse normal
seviyelere kadar temizledigi gosterilmistir (Bennett ve ark., 1996). Uridin, akciger
salgisim artirir, bu da mukusun atilmasini kolaylastirir. Uridin trifosfat, farelerde
sodyum kanal blokerlerinin eklenmesiyle birlikte kistik fibroz belirtilerini
rahatlatabilir (Ghosal ve ark., 2000).
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2.2. Hemostaz

Fizyolojik bir savunma mekanizmasi olan hemostaz; kan kaybinin 6nlenmesi
anlamina gelir. Kanamanin durmasi, kanin damar i¢inde tutulmasi bu mekanizmayla
saglanir. Ayrica asir1 pihti olusumunu engelleme ve kanin akigkanligini yeniden
kazandirma gibi fonksiyonlar1 da vardir (Robers ve ark., 2004; Schenone ve ark.,
2004). Denge bozuldugunda istenmeyen pihtilagma ya da asir1 kanama durumlar

ortaya ¢ikabilir (Kayaalp, 1998).

Vaskiler Yaralanma

Antitrombotik Kontrol

Vazokonstriiksi Koagqdll
aroronsTRelyon o;g:ka;sd):on Mekanizmalari
Trombosit
Aktivasyonu ﬂ_
Trombin
VW, fibrinojen 0
Fibrinojen =—» Flbrin .
Plazmin
Trombosit Kimeleri A » Pihtt  ———— Fibrinolizis

Sekil 11: Hemostazin major komponentleri

Damar endotelinin zedelenmesinden sonra saniyeler iginde hemostaz siireci
baglar. Normal hemostaz siireci; vaskiiler endotelyal yanit, trombosit tikacinin
olusumu ve koagiilasyon olmak iizere 3 asamadan olusur (Lanzkowsky, 2000).

Primer hemostaz; vaskiiler yanit ve trombosit tikacinin olusumu olarak
adlandirilirken, sekonder hemostaz koagiilasyon sistemi olarak tanimlanir. Vaskiiler
hasarda subendotelyal kollajen fibrilleri agiga cikar ve trombositlerin endotele
yapismasi (adezyon) i¢in bir alan olusur. VWF (von willebrand faktor) ise;
subendotelyal kollajen fibrilleri ile aktive olmus trombosit membraninda yer alan
GPIb (glikoprotein Ib reseptorleri) arasinda bir koprii olustur ve trombositlerin
hasarli endotele yapismasini saglar.

Trombositlerin agregasyonu, vaskiiler zedelenmenin meydana geldigi yerde
bulunan trombin, kollajen, epinefrin ve eritrositlerle diger trombositlerden salinan
ADP araciligiyla gerceklesir. Primer trombosit agregasyonu geri doniigiimliidiir.

Trombositlerden salinan ADP, serotonin ve TXA2 araciligiyla sekonder agregasyon
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olusur ve geri doniisiimsiiz (irreversibl) hale getirilir. Trombositlerden salinan ADP
trombositlerde sekil degisikligi meydana getirerek GPIIb/Illa reseptorleri ile
fibrinojenin baglanmasina yol agar. Fibrinojenin trombositlerin arasina girmesiyle
trombositlerin agregasyonu meydana gelir. (Casella ve ark., 1999; Marilyn ve
Johnson, 1996; Miiftiioglu, 1994).

Pihtilasma mekanizmasinda etkili olan faktorlere pihtilasma faktorleri adi
verilmektedir, bunlarla ilgili 6zellikleri Tablo 1’de gorildigi gibi 6zetlemek
miimkiindiir. Bu faktorler cogunlukla proteolitik enzimlerin inaktif formlar seklinde
bulunur. Aktive edildiklerinde enzimatik etkileri ile pithtilasma mekanizmasinda bir

dizi seri reaksiyona yol agarlar.
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Tablo 1. Koagiilasyon faktorleri ve islevleri (Gezer, 2012)

Adi
| (fibrinojen)
11 (protrombin)

Doku faktorii (DF)
Kalsiyum

\Y

Vil

VIII (antihemofilik faktor-A)
IX (antihemofilik faktor-B)
X

Xl

X1l (Hageman faktorii)
X1

von Willebrand Faktor

Prekallikrein (Fletcher faktorii)

Yiiksek  molekiiler
(Fitzgerald faktorii)

agrilikli  kininojen

Fibronektin
Antitrombin 111
Heparin kofaktor 11
Protein C

Protein S

Plazminojen

Alfa-2 antiplazmin

Doku plazminojen aktivatorii (tPA)
Urokinaz

Plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1)

Plazminojen aktivatdr inhibitorii-2 (PAI-2)

islevi

Fibrin ad1 verilen pihtiy1 olusturur

Edimsel formu (11a) ve I, V, VII, VI, XI, X1l

Protein C ve trombositleri aktive eder

Vlla’nin kofaktériidiir

Koagiilasyon faktorlerinin fosfolipidlere baglanmasini saglar
Faktor X’un kofaktoriidiir ve protrombinaz komplexini olusturur
Faktor IX ve X’u aktive eder

Faktor IX un kofaktoriidiir ve tenaz komplexini olusturur

Faktor X’u aktive eder, faktor VIII’le tenaz komplexini olusturur
Faktor IIyi aktive eder ve faktor V ile protrombinaz komplexini olusturur
Faktor IX’u aktive eder

Faktor X1, VII ve prekallikrein’i aktive eder

Fibrini stabilize eden faktor

Faktor VIII’e ve subendoteldeki kollajene baglanir, trombositlerin adezyonunu
saglar

Faktor XII ve prekallikrein’i aktive eder, yiiksek molekiiler agirlikli kininojeni
boler

Faktor XII, XI ve prekallikreinin karsilikli aktivasyonunu destekler

Hiicre adezyonuna aracilik eder

IIa, Xa ve bazi diger proteazlari inhibe eder

ITa’y1 inhibe eder heparin ve dermatan siilfatin kofaktoriidiir
Va ve VIlla’y1 inaktive eder

Aktive potein C’nin kofaktoriidiir

tPA ve iirokinaz aracilig1 ile plazmine doniiserek fibrini ve diger bazi proteinleri
pargalar

Plazmini notralize eder

Plazminojeni aktive eder

Plazminojeni aktive eder

Endotelyal PAT olup tPA ve iirokinazi etkisiz hale getirir

Plasental PAI olup tPA ve iirokinaz etkisiz hale getirir

Koagiilasyon sistemi, birbirini aktive eden pihtilagsma faktorlerinin ardisik

reaksiyonlar zinciridir ve ekstrinsik ve intrinsik olmak iizere 2 yoldan baglatilir

(sekil 12). Intrinsik yol Hageman Faktor (faktor XII) aktivasyonu ile, ekstrinsik yol
ise doku faktorii (DF) ile baglatilir. Her iki yol da faktér X’u (FX) aktive ederek

ortak yoldan kalic1 piht1 olusumunu saglar. Koagiilasyon sisteminin pek ¢ok noktada

birbirine ge¢cmis olan yapisi daha iyi kontrol edilebilmesini saglar (Robers ve ark.,

2004; Szanto ve ark., 2012; Wu, 1992).
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Intrinsik yol Ekstrinsik yol

Damar harabiyeti Damar harabiyeti
Aciga cikmus kollajen Kanla karsilasan
subendotel hiicreler
Temas Doku faktorii
etkinlesmesi : Vila |

XI| == Xlla _l ‘—l

X.J_T

IX . IXa IX

Aktive
olmus
trombositler

VI - Vllla

X . Xa X

Aktive
olmus
trombositler

V em—- \/a

Sekil 12: Intirinsik ve ekstrinsik yol (Vander, 2014 kaynagindan uyarlanmistir.)

Endotel hasari veya inflamasyon ile agiga ¢ikan DF veya kollajenin
aktifledigi FXII ile koagiilasyon sistemi aktive olur. DF, FVIIa ile etkilesime girerek
FIX ve FX’u aktive eder. FXa da protrombinden trombin olusturur. Koagiilasyonun
yayilarak ilerlemesi trombinin tekrar tekrar FXI, FIX, FV ve FVIII’i aktive
etmesiyle gerceklesir. Sistemde tekrar tekrar aktive olan ve c¢ogalan koagiilasyon
faktorleri ¢ok fazla miktarda trombin olusturur. Trombin plazma proteinlerinden
fibrinojeni fibrine donistiiriir ve FXIII’l aktiflestirerek fibrin lifleri ag ile istenen
kalic1 pthtiy1 olusturur. Trombin trombositlerin agregasyonunu ve aktivasyonunu da
uyarir (Colman ve ark., 2001; Linden 2013)

Bugiin i¢in koagiilasyon mekanizmasinin, hiicre biitlinligii bozuldugunda

kanla temas eden doku faktoriiniin FVII'yi aktive ederek basladigi (ekstrinsik yol)
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goriisii hakimdir. Bu ilk koagiilasyon aktivasyonu endotelden salinan DFYT (doku
faktor yolu inhibitori) araciligr ile bloke edilir.

Doku hasariyla koagiilasyon sistemi aktive oldugu gibi fibrinolitik sistem de
aktive olur. Plazminojenden olusan plazmin ile fibrini bir arada tutan fibrin aginin
parcalanmasina fibrinoliz denir. Plazminojen, temas yolag: olan FXII, FXI, Kinin,
kallikrein ve endotelden iiretilen doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve iirokinaz tipi
plazminojen aktivatorii (uPA) tarafindan aktive edilerek plazmine doniistiiriiliir. En
etkili olan tPA’dir ve aynm1 zamanda fibrinolizin pihtinin olusum yerinin Gtesine

gegmesini Onler (Chan ve Paredes, 2013; Diethorn ve Weld, 1989) (Sekil 13).

— Plazminojen

tPA —

Doku Plazminojen Aktivator
inhibitori

(TPAI) o Antiplazmin
/-~ =

Plazmin

Fibrin ) | Fibrinvikim

Uriinleri

Sekil 13: Doku plazminojen aktivator inhibitoriiniin ve az-antiplazminin etki mekanizmasi (tPA, doku plazminojen aktivatorii).

Kanda prokoagiilanlardan daha fazla miktarda endojen antikoagiilanlar
mevcuttur. Koagiilasyonu inhibe eden bu endojen antikoagiilan maddeler; protein C,
protein S, antitrombin I11 (AT-I11) ve DFYI (Tissue factor pathway inhibitor, doku
faktor yolu inhibitoriidiir) (Clemetson ve Kenneth, 2012).

Saglam endotel yiizeyi koagililasyon sisteminin baskilanmasinda oldukga
onemli role sahiptir. Pihti olusumunu durdurur ve endotel hasari tamir edilmisse
fibrinolizis ile fibrinin yikilmasimi saglar. Saglam endotele piht1 temas ettiginde
endotel yiizeyine ¢ikan heparan benzeri molekiil AT-III’ii aktive eder. Koagiilasyon
sirasinda olusan serin proteazlarin inhibitdrii olan AT-III; karacigerde salgilanan ve
viicut stvilarinda yaygin olarak bulunan antikoagiilan bir maddedir (Hathcock, 2004).
AT-III tim aktif faktorleri; FXII, FXI, FIX, FX, trombin ve DF-VII kompleksini
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inaktive eder. Trombin ise endotel ylizeyinde bulunan trombomodiiliine baglanarak
protein C ve protein S’yi aktive eder. Aktive olan protein C de FV ve FVIII gibi
yardimei faktorleri inaktive eder. Tiim aktif ve yardimci faktorlerin inaktive edilmesi
ile koagiilasyon kaskadi durdurulmus olur (Adams ve ark., 2007; Giirdol ve

Ademoglu, 2010).

2.3. Trombositler

Trombositler 2-5 um ¢apinda, bi-konveks yapida olup kemik iliginin en biiyiik
hiicreleri olan megakaryositlerden meydana gelirler. Periferik kandaki en kiigiik
hiicrelerdir ve ¢ekirdekleri yoktur. Trombositler, ilk kez Zimmerman tarafindan 1860
yilinda tanimlanmigtir. Kanin pihtilasmasindaki rolii Zimmerman ve Hayem
tarafindan 1878 yilinda ortaya konmustur. Onceleri cansiz hiicre pargalar olarak
diisiiniilmiislerse de Bizzazereo tarafindan 1882 yilinda aktif hiicreler olduklar
ortaya cikarilmigtir. Kandaki normal konsantrasyonlari mm*’te 150 bin- 450 bin
arasindadir (White ve Gerrard, 1976). Dolasimdaki ortalama Omiirleri ortalama 10
giindiir. Yasam siirelerinin sonunda dalak tarafindan parcalanarak dolasimdan
uzaklastiritlir (Gresele ve ark., 2002). Trombositler, hemostazda énemli rol oynar.
Vaskiiler sistemin biitiinliigliniin saglanmasinda ve korunmasinda pihtilasma
faktorleri ve damar endoteliyle birlikte gorev alir (Ulutin, 1991).

Trombositler, 1520 nm kalinlikta, elektron mikroskobu ile goriilebilen,
glikoprotein, glikolipid, plazma proteinleri ve mukopolisakkarit iceren ‘glikokalix’
adi verilen bir yapiyla sarilidir. Bu yapt membran yilizeyinin negatif yiiklerle
yiiklenmesini saglayarak sinyal iletimine aracilik eder. Adezyon ve agregasyonda da
gorev alir (Coller, 1984).

Trombosit yapisindaki asimetrik bir diizen olusturan fosfolipidlerin %57’si
plazma membraninda bulunur. Fosfotidilinositol ve sfingomiyelin gibi negatif yiiklii
fosfolipidler membranin i¢ kisminda yer alirken; fosfotidilkolin ve etonalamin
membranin dis kisminda yer almaktadir (Sener ve ark.,, 2005). Trombosit
aktivasyonu sirasinda negatif yiikli fosfolipidlerden olan fosfotidilserin (PS)
membran yiizeyine ¢ikar ve sitoiskelet veya sitoplazmik elemanlarla etkileserek
asimetri saglanir (Venema ve ark., 1995). Aktive trombositlerin yapis1 sekil 14’te

verilmistir.
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Sekil 14: Aktive trombositlerin yapisi (Gawaz, 2001). A. Dinlenim halindeki trombosit, B. Aktive trombosit.

Trombositlerin yilizeyinde reseptor gorevi goren c¢ok sayida glikoprotein
bulunur. Bir¢cok trombosit reseptorii, iki veya daha fazla glikoproteinin bir araya
gelmesiyle olusur (Colman, 2004). Bazi 6nemli trombosit membrani glikoproteinleri

(GP) tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Bazi 6nemli trombosit membrani glikoproteinleri (GP) (Colman, 2004)

GP LiGAND ISLEV
GPla/lla Kollajen Trombosit-kollajen yapismasi
GPIb/IX von Willebrand Fakt@r Trombosﬁ-subendotglyal mlkl"OfIbI’I|
yapismast; trombini de baglar
GPIc, Ila Fibronektin Trombositin yay11mas1l fibroblastin
damar duvarina baglanmasi
GPlIb/llla Fibrinojen Trombosit-trombosit agregasyonu
. Trombosit agregasyonu, kollajen
GPIV Trombospondin fibrillerini de baglar

2.3.1. Trombosit Fonksiyonlari

Trombositlerin  hemostazda kendilerine 06zgii fonksiyonlart vardir. Bu
fonksiyonlar adezyon, sekresyon, agregasyondur (Ulutin, 1986).

Zedelenen damar ylizeyine (subendotele) trombosit adezyonu igin spesifik
trombosit reseptoriic (GPIb-V-IX) ve von Willebrand faktor (vWF) gereklidir.
Membranda bulunan adezyon reseptorleri (kollajen, fibronektin, laminin) bu
adezyonun stabilize edilmesinde goérev alir. Trombositler damar zedelenmesinden
sonra travma bolgesinde ve daha derindeki kollajen liflerde birikir ve vWF
endotelden salinir. Biiyiik bir kism1 plazmaya salgilanirken az bir kismi subendotel
yiizeyindeki kollajen fibrillerine baglanir. Dolasimdaki trombositlerle damar

yiizeyine yapigmis olarak bulunan trombositlerin etkilesmesi, trombosit
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membranindaki  GPIIb/IIla  kompleksiyle gerceklesir. Adezyon, trombosit
membranindaki glikoproteinler araciligiyla diizenlenirken trombositlerin subendotel
boyunca yayilmasi ile de sonlanir (Gawaz, 2001).

Trombositlerde bulunan depo maddelerinin adezyon ve sekil degisikligi
sirasinda salgilanmasi olayina sekresyon adi verilir. Salimim veya degraniilasyon
olarak da adlandirilir. Sekresyon iki sekilde gergeklesir. Birincisi graniil igeriklerinin
ekstraseliiler araliga verilmesi, digeri plazma membranindan ekzositozla
graniillerden salinmasidir. Graniillerdeki yogun cisimcikler ekstraseliiler araliga
niikleotidler ve serotonin disinda yiiksek konsantrasyonda Ca** da salar. Bu da
fibrinojenin GPIIb/Illa’ya baglanmasmi ve Ca™a bagimhi diger koagiilasyon
mekanizmalarmin aktiflesmesini tetikler. Serotonin salinmasi vazokonstriiksiyon
etkisiyle trombus etrafindaki kan akimini azaltarak trombusun olusumunu
kolaylastirir. Aktive olan trombositlerin lizozomlarindan salinan hidrolaz enzimleri
subendotel yapmin kaybina neden olur ve aterosklerozda damar duvarinin
bozulmasinda rol oynar (Wintrobe, 1992 ve Holt, 1985). Trombosit i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun artmasiyla miyozin hafif zincir kinaz aktive olur; miyozin hafif
zincirlerinin fosforile olmasiyla trombositlerde sekil degisikligi meydana gelir,
graniiller merkezde toplanarak, psodopotik uzantilar olusur ve sekresyon gerceklesir.
Hiicre membran1 fosfolipitlerinden arasidonik asitten (AA), giiglii bir uyaric1 ajan
olan TXA; sentezi gerceklesir. Es zamanli olarak membran fosfolipitlerinden PAF
(platelet activating factor) sentezi de olur. TXA, ve PAF sekresyonuyla trombositler
daha da aktive olur.

Aktivasyonda; ADP, trombin, kollajen, fibrinojen, arasidonik asit, TXAy,
adrenalin, seratonin, plazmin vb. agonistlerin etkisi ile trombositlerde aktivasyon adi
verilen fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler meydana gelir (Smith ve ark., 1983).
Trombositleri aktive eden agonistler plazma ya da gevredeki dokularda olusur veya
kendilerinden salinir (otokrin). Genel olarak tiim agonistler trombosit ylizeyinde
bulunan spesifik reseptoriine baglanip sinyal transdiiksiyonuyla sinyal faktorlerinin
olusumunu saglar (ikinci mesajc1). ikinci mesajcilarin olusumunda ii¢ enzim
kompleksi 6nemli rol oynar. Bunlar fosfolipaz C, fosfolipaz A, ile adenilat siklazdir.

Bu kompleks de serbest intraselliiler Ca*®un regiilasyonunda gorevlidir. Dolayisiyla
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Ca*? iyon konsantrasyonu ile trombosit uyarilmasi arasinda énemli bir korelasyon
vardir (Offermanns, 2000).

Uyarict  ajanlarin  trombositlerdeki reseptorleri, G protein baglantili
reseptorlerdendir ve G proteinlerinin farkli alt tipleri uyarilir. Trombositlerin
iyonotropik reseptorleri olan ajanlar da genellikle kalsiyum kanallar1 aktivasyonuyla
hiicre i¢ine kalsiyum girisini saglar.

Uyarict1 ajanin G protein baglayan reseptoriine baglanmasi trombosit
membraninin i¢ ylizeyinde bulunan adenilat siklazi (AC) inhibe ederek adenozin
monofosfat (cAMP) konsantrasyonunu diistirliriir ve trombositler aktive olur. Bu
sinyal proteinlerinin en 6nemlilerinden biri VASP adi verilen ‘vazodilatasyon ile
uyarilan fosfoprotein’dir. VASP aktif iken fibrinojen reseptorlerinin trombosit
membraninda ekspresyonuna aracilik eder.

Trombosit membraninda bulunan kollajen reseptorleri GPIV, GPVI, GPIa/Ila
(02B1)’dir. Bu reseptorler tirozin kinazlari aktive ederek sinyallerini iletir. Aktive
olan tirozin kinazlar hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasina ve PKC’nin

aktive olmasina yol agar (Sekil 15).

Gp Vi
Kollajen GpIv

Cat*t

— PLCy2
o34 K ¥

Trombosit Aktivasyonu

24DP —» AIFA::AMF - Sekil degisikligi
S e - Sentez
pinefrin oza Gi,,
\Acl—>cAMPl—>PKA - Sekresyon
P2, Gi, a/’ - Agregasyon
ADP DAG — PKcCt

Gq,—PLC,! —|PiP, ke
iP3 - [Ca++i] T
THE

Sekil 15: Trombositin, kollajen, epinefrin ve adenozindifosfat tizerinden aktivasyonu (Dr. Engin SAGDILEK ’in doktora
tezinden alintidir.) (+, 1: Aktivasyon / -, |: Inhibisyon)
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Trombosit aktivasyonuyla birlikte hiicre membraninda bulunan FV ve FIX
reseptorleri de aktiflesir. Tenaz kompleksinin olusumunu, graniil sekresyonuyla
aciga ¢ikan veya plazmada bulunan FIX’u baglayip aktif hale getiren FIX reseptorii
saglar. Tenaz kompleksi; FIX, FVIII ve kalsiyumdan olusur ve FX’u aktif hale
getirir. FV, Tenaz kompleksinin aktiflestirdigi FX ve kalsiyumla birlikte
protrombinaz kompleksini olusturur. Bu komplexde protrombini trombine cevirir.
Olusan trombin, fibrini meydana getirirken, gii¢lii bir trombosit uyarici ajan olarak
da goérev yapar. Bu karmasik aktivasyon mekanizmalariin sonucunda trombosit
agregasyonu meydana gelir, koagiilasyon siireci baslar ve hemostatik tika¢ (piht1)
olusur (Hoffman ve ark., 2005).

Agregasyon primer ve sekonder olmak iizere iki agamali gergeklesir. Primer
agregasyonda sekil degisikligine ugrayan trombositler psddopotlar ¢ikararak kiigiik
kiimeler olustururlar. Sekonder agregasyon ise yogun cisimciklerin ve graniil
iceriklerin enerjiye bagimli salinimi ve sekresyonunu igerir (Virmani, 2001) (Sekil

16).

a) Adezyon Trombosit

(@ (@ (@ (0] ®
Kollajen
Endotel :
Von willebrand
faktor
b) Agregasyon Fibrinojen

o | (@) ®

Sekil 16: Adezyon ve agregasyon (Laffan 2012 kaynagindan uyarlanmistir).
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2.3.2. Trombositler, Niikleotidler ve Piirinerjik Reseptorler

Trombositlerde, alfa ve yogun graniiller olmak iizere baslica iki tip graniil
bulunmaktadir. Yogun graniillerde ADP ve ATP basta olmak {izere serotonin,
histamin, polifosfat ve pirofosfat gruplar1 ve Ca, Mg, K gibi iyonlar bulunmaktadir
(Colman ve ark., 2004; Youssefian ve ark., 1997).

1970’1i yillardaki yayinlarda trombosit yogun graniillerinde ADP ve ATP’nin
yanisira UTP ve UDP oldugu da gosterilmistir (Prada ve Pletscher, 1970; Traut,
1994). Ama son yillardaki bir¢ok yayinda ve textbook’da yogun graniilllerde UTP
veya UDP bulunduguna dair bilgi bulunmamaktadir.

Trombositler iizerinde A2a adenozin reseptorleri bulunmaktadir. AC’1 aktive
ederek cAMP ve PKC iizerinden trombositleri inhibe etmektedir. Dipiridamol gibi
ilaglar adenozin A2a reseptorleri iizerinden etki ederek antitrombositik ila¢ olarak
kullanilmaktadir.

Trombositler lizerinde bulunan diger piirinerjik reseptdr P2X1 reseptoriidiir.
ATP ile uyarilarak trombositleri aktive etmektedir. Intraselliiler Ca artigma sebep
olmaktadirlar.

Trombositler lizerinde P2Y1 ve P2Y 12 olmak iizere iki farkli P2Y reseptorii
bulunmaktadir. P2Y1 reseptorii Gq tizerinden PLC’yi aktive ederek trombosit
aktivasyonuna neden olurken, P2Y12 reseptorii Gi lizerinden AC inhibisyonu ile
trombosit aktivasyonuna neden olmaktadir. Trombosit agregasyonunun tam olarak
gerceklesmesinde P2Y 12 reseptoriiniin uyarilmasi ¢ok onemlidir. Geri doniigsiiz ve
tam bir agregasyon i¢in P2Y 12 reseptoriiniin uyarilmasi gerektigi gosterilmistir.

P2Y12  reseptdr  antagonistleri  giiglii  antitrombositikler  olarak
kullanilmaktadir. Tienopiridin tiirevi olan tiklopidin, clopidogrel ve prasugrel bu
grubun ilk iyeleridir. Oral olarak alinan bu ilaglarin aktive olabilmeleri ig¢in
karacigerde metabolize olmalar1 gerekmektedir. Geri doniisiimsiiz olarak P2Y12
reseptorlerini bloke ederler. Ticagrelor, cangrelor ve elinogrel, nontienopiridin
tirevleri olup, karacigerde aktive olmalar1 gerekmeyen, geridoniisiimlii P2Y12
reseptdr antagonistidirler (Suzuki ve ark., 2011).

Trombositler iizerindeki piirinerjik P2Y 12 reseptorlerinin ADP ile uyarildigi,
ATP’nin bu reseptorleri antagonize ettigi, hatta UTP, GTP ve CTP’nin de P2Y12

reseptOrlerini antagonize ettigi gosterilmistir. Hatta UTP’nin stilfiirlii analoglarinin
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bu reseptorleri ¢ok daha kiiclik konsantrasyonlarda bile inhibe ettigi gosterilmistir.
Yeni bir antitrombositik ilag grubu gibi diisiiniilen UTP analoglar1 iizerinde
calismalar siirmektedir (Aslam ve ark., 2013; Giindiiz ve ark., 2017).

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz, iiridin ve 3 farkli niikleotidinin trombositler
tizerindeki etkilerini optik agregometre ile hiicre diizeyinde ortaya koymaktir. Ayrica
daha oOnce yapilan ¢aligmalardan farkli olarak, hemostazin tamamen
degerlendilebildigi tromboelastogram ile tam kanda, sistem diizeyinde iridin ve

niikleotidlerinin etkilerini arastirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 23 Ocak 2018 tarihli ve 2018-2/24 sayili onay1 alinarak, Diinya Tip
Birligi Helsinki Bildirgesi'nde yer alan, “Insanlar Uzerinde Yapilan Tibbi
Arastirmalarla Tlgili Etik ilkeler” dikkate alinarak gerceklestirilmistir. Calismamiz,
saglikli goniillillerden aliman kan 6rnekleri tizerinde yapilan ex vivo deneysel bir
calismadir. Deneyler, 2018 Kasim-2019 Mart aylar1 arasinda Biyofizik Anabilim

Dal1 Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Goniilliiler

Deneyler, 19-44 yaglar arasinda, saglikli bireylerden alinan kan 6rnekleri
lizerinde yapildi. Géniilliiler, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi 6gretim
elemant, 6grencisi, personeli ve yakinlari olup, arastirma hakkinda bilgilendirildikten
sonra yazili onaylart alinarak c¢aligmaya dahil edildi. Kisisel anamnezinde ve aile
Oykiisiinde herhangi bir kanamali durum veya hastaliga sahip olanlar, son 10 giin
icinde trombositleri etkiledigi bilinen herhangi bir ilag (aspirin, antibiyotik,
antidepresan, antihistaminik, non-steroid antiinflamatuar ilag vb.) alanlar, son 2 giin
icinde alkol kullanmis olanlar, aktif sigara kullananlar ve akut enfeksiyon gecirenler

calismaya dahil edilmedi.

3.2. Kan Orneklerinin Alnmasi

Goniilliilerin kan ornekleri, en az 8 saatlik aclhigi takiben, sabah 09.00—10.30
arasi, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dali
Immiinoloji Laboratuvarinda, kan almada gérevli teknikerler tarafindan, daha 6nce
hazirlamis oldugumuz vacutainerh sitrath tiiplere alindi. Haftada 3 giin, 1 veya en
fazla 2 denekten alinan kan Ornegi lizerinde c¢alisildi. Kan alma isleminden once
denegin sakin ve dinlenmis olmasina dikkat edildi. Kan antecubital venden, 21 G

igne kullanilarak, st kola hafif venostaz uygulanarak alindi. Agregometre deneyleri
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icin her denekten 3 tiip (24 ml) kan alindi. TEG deneylerinde ise 1 tiip (8 ml) kanla
calisild.

3.3. Sitrath Tiipler

Molekiil agirligi 294,10 g/mol olan (MERCK KGaA Darmstadt, Germany)
tri-Sodium citrate dihydrate’tan 500 ml, 0,106 M’lik stok ¢dzelti hazirland:. Insiilin
enjektorii ile 0,9 ml alinarak 9 ml’lik vacutainerl tiiplere kondu. Goniillillerden kan

alindiginda (sitrat/kan: 1/9) 0,0106 M sitratla antikoagiile edilmis tam kan 6rnekleri
elde edildi.

3.4. Uridin, UTP, UDP ve UMP’nin Hazirlanmasi

Uridin ve niikleotidleri Sigma’dan alindi (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, Missouri, ABD).

Uridinin insanlardaki normal plazma konsantrasyonu 4-5 pM’dir (Geiger ve
Yamasaki, 1956). Deneylerimizde {iiridinin trombositler ve hemostaz iizerindeki
etkilerini test edebilmek i¢in, normal kan konsantrasyonunun 2, 20 ve 200 kati
denendi. Kandaki veya trombositten zengin plazmadaki son konsantrasyonu 10, 100
ve 1000 uM olacak sekilde stok ¢ozeltiler hazirlandi (Tablo 3).

UTP, UDP ve UMP normalde plazmada bulunmaz. Bazi hiicreler i¢inde var
olmalarina ragmen plazmada serbest olarak kalamazlar (Wurtman ve ark., 2010). Bu
ozellik dikkate alinip tiridin’den farkli olarak UTP, UDP ve UMP i¢in kan veya
trombositten zengin plazma son konsantrasyonlar1 1, 10, 50, 100, 500 ve 1000 uM
olacak sekilde stok ¢ozeltiler hazirlandi (Tablo 3).

Tablo 3. Uridin, UTP, UDP ve UMP igin hazirlanan stok ¢ozelti konsantrasyonlari ve trombositten zengin plazma veya kan
icinde bulunan (1/50) son konsantrasyonlari.

Stok konsantrasyon (mM) 005 | 05 | 25 5 25 50

10 100 1000 |Uridin
1 10 | 50 | 100 | 500 | 1000 |UTP
1 10 | 50 | 100 | 500 | 1000 |UDP
1 10 | 50 | 100 | 500 | 1000 |UMP

Son konsantrasyon (1/50) (. M)
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3.5. Agregometre Deneyleri

Agregasyon Slgiimleri Platelet Aggregation Profiler” PAP-4CD (BIO/DATA
CORPORATION, USA) optik agregometre cihazinda yapildi. Trombositleri
uyarmak amaciyla ADP, kollajen ve epinefrin (BIO/DATA CORPORATION, USA)
kullanildi. Uyaric1 ajanlarin test son konsantrasyonlar1t ADP i¢in 4 uM, kollajen i¢in
2 ng/ml, epinefrin i¢in 30 uM olacak sekilde uygulandi.

Agregometre deneyleri i¢in goniilliiden alinan 3 tiip kan 50 ml’lik biiyiik bir
tiipe bosaltildiktan sonra tiip 3 kez alt iist edildi. Karismis kan 2 santrifuj tiipiine
paylastirilip, 15 dk siire ile 200 g’de santrifiij edildi. Her tlipte iistte kalan
trombositten zengin plazma (TZP) kisimlar1 pipetle ¢ekilerek tek bir tiipte toplanda.
TZP’si alinan kan oOrnekleri, 15 dk 2000 g’de ikinci kez santrifiij edilerek
trombositten fakir plazma (TFP) elde edildi. TFP, agregometre kalibrasyonunda
kullanilmak tizere ayr1 bir tiip i¢ine alindu.

Sirastyla once iiridin, sonra UTP, sonra UDP ve en son olarak da UMP
deneyleri yapildi. Laboratuvarimizdaki agregometre 4 kanalli oldugu i¢in, birinci
kanalda kontrol olmak iizere iiridin veya niikleotidlerinin ti¢ farkli konsantrasyonu
ayni anda ¢aligilabildi (6rnek test: 1. kanal: Kontrol, 2. kanal: Uridin 10 pM, 3. kanal
Uridin 100 pM, 4. kanal: Uridin 1000 pM). Degerlendirme, her testte uygulanan
konsantrasyonlarin kontrole gore yiizde farki tizerinden yapildi.

Once TFP ile agregometrenin 4 kanalinin 151k gecirgenligi %100 olarak
ayarlandi. Ardindan, cihaz tarafindan 151k gecgirgenligi %0 olarak kabul edilen
agregometre tlipleri igindeki TZP, 4 kanala yerlestirildi. Her tiipte 490’ar ul TZP
bulunmaktayd.

Cihaz 6l¢iim moduna gegirilerek test baslatildi ve agregasyonun 1 dk boyunca
%0 seviyesinde devam ettigi gozlendi. 1. dakikada 1. kanala 10 pul serum fizyolojik;
2 kanala 10 pl son konsantrasyonu 10 puM olan iiridin; 3. kanala 10 pl son
konsantrasyonu 100 uM olan iiridin; 4. kanala 10 ul son konsantrasyonu 1000 uM
olan {iiridin eklendi [stok konsantrasyon 1/50 diliie edilerek (10 ul / 10 + 490 pl) son
konsantrasyona ulagilmis oldu]. 3 dk boyunca serum fizyolojik ve {ridinin farkli
konsantrasyonlarinin TZP ile karigmasi ve bir etki olusturup olusturmadig1 gozlendi.
Ardindan, agregasyonun izlenmeye baslamasinin 4. dakikasinda uyarict ajan

(0rnegin ADP) 4 kanala sirasiyla 10’ar pl, yukarida belirtilen son konsantrasyonda
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olacak sekilde eklendi. Uyarict ajanin eklenmesinden sonra agregasyon egrileri 10 dk
daha takip edilerek test sonlandirildi (Sekil 17). Ayni test diger iki uyarict ajanla da
tekrar edildi. Uridin deneyleri bittikten sonra, ayni1 testler UTP, UDP ve UMP igin,
bu sefer 6 farkli konsantrasyonda yapildi.

1. Kanal / serum fizyolojik /10 pl

2. Kanal /UTP 1 uM /10 pl

3. Kanal / UTP 10 uM /10pl

4. Kanal / UTP 50 uM /10 pl
= >

3 dakika izlem
10

20 |ADP4pM /10yl \

30
40
50

€0 10 dakika izlem

70

% AGREGASYON

80
90

100

ZAMAN (dk)

Sekil 17: UTP’nin 3 farkli konsantrasyonu igin ADP ile gergeklestirilen agregasyon testinin sematik gosterimi.

3.6. Agregasyon Grafiklerinde Degerlendirilen Parametreler
Ortaya ¢ikan agregasyon grafiklerinde, cihazin 6zel bilgisayar programi ile
agregasyon egrilerinin egimleri, agregasyon egrisinin ulastigi maksimum % degeri

ve 10 dk boyunca agregasyon egrisinin altinda kalan alan hesaplandi (Sekil 18).
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4 Egri Altindaki Alan (EAA)

20 : (10 dk)

30

40

Maksimum
50 * agregasyon (%)
60

70

% AGREGASYON

80

90

100

ZAMAN (dk)

Sekil 18: Agregasyon grafiklerinde degerlendirilen parametreler.

3.7. Tromboelastogram Deneyleri

Tromboelastogram Olciimleri TEG®5000 Thrombelastograph®
(HAEMONETICS CORPORATION, MA, USA) cihazinda yapildi. Diiz kap
kullanildi. Cihaz iki kanalli oldugu i¢in, agregometredekine benzer sekilde ayni anda
deney ve kontrol grubu calisildi.

Agregometre deneylerinde UTP ve UDP’nin maksimum etkilerinin
gbzlendigi 1000 pM son konsantrasyonlar esas alinarak, tlim tromboelastogram
deneylerinde iiridin ve niikleotidleri i¢cin 1000 uM son konsantrasyonlar kontrole
gore degerlendirildi.

Goniilliiden alinan, sitratla antikoagiile edilmis bir tiip (9 ml) kandan, iki ayr1
deney tiipiine 1,5’er ml ayrildi. Birinin i¢ine 30 pl serum fizyolojik eklenirken,
digerine 30 ul {iiridin veya niikleotidleri eklendi [stok konsantrasyon 1/50 diliie
edilerek (30 ul / 1,5 ml) son konsantrasyona ulasilmis oldu]. Tiiplerin agizlari
kapatilarak yatay kan kanistiricida 5 dakika karigmalar1 saglandi. Bu sirada,
tromboelastogram cihazinin iki kanali standart calisma pozisyonuna getirilerek, her
iki kanala yerlestirilen kaplara 20’ser ul kalsiyum ¢ozeltisi (0,2 M CaCly) eklendi

(sitratin antikoagiilan etkisini geri dondiirmek amaciyla).
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Bes dakika serum fizyolojik veya iiridin veya niikletidleriyle muamele edilen
kandan 1 ml alinarak kaolin tiipiine kondu (pihtilagma siirecini hizlandirmak
amaciyla tromboelastogram deneylerinde kullanilan yontem). Standart olarak 5 kez
alt Ust edilen tiipten 340 pl kan alinarak, tromboelastogram cihazinda iginde
kalsiyum bulunan kabin icine konarak deney baslatildi. Ayni islemler ikici kanal
icinde yapilarak ard arda deney ve kontrol grubu tromboelastogram testleri
basglatilmig oldu. Tiim parametreler, tromboelastogram cihazina bagli bilgisayar

programinda gozlenene kadar test takip edildi.

3.8. Tromboelastogram Grafiklerinde Degerlendirilen Parametreler
Ortaya c¢ikan tromboelastogram grafiklerinde, cihazin 6zel bilgisayar
programi ile degerlendirilen parametreler Sekil 19°da gosterilmistir. Tim

parametrelerin kontrole gore nasil degistigi degerlendirilmistir.

Tromboelastogram Grafigi
| Koagiilasyon ‘ | Fibrinolizis ————
Pihti ’ | Pihti yikimi |
olusumu 3 '\A l
; ngle
—= MA
|J\ e K G
Enzimatik LY30
siireg

Sekil 19: Tromboelastogram grafiginin sematik gosterimi ve degerlendirilen parametreler.

R zamam (dk): Test baslangicindan fibrinin ilk olugsma zamanina kadar olan
donemdir. Reaksiyon zamani olarak da adlandirilir ve 6l¢iime baslandig1 andan iki
egri arasindaki mesafenin 2 mm’ye ulagsmasina kadar gecen siireyi gostermektedir.

K zamam (dk): Pihti olusumunun baslangic zamanindan tromboelastogram
grafiginin amplitiidiiniin 20 mm’ye ulasincaya kadar gecen siiredir. K degeri piht1

olusum dinamiklerini gosterir.
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Alfa agist (Angle)(derece): R zamanindan K zamanina gegerken olusan egim ile
yatay eksen arasinda olan agidir. Pithtinin maksimum giice ulasma hizin1 gosterir.
Fibrin artis hizin1 ve gapraz baglarla saglamlasmasini yansitir.

Maksimum amplititd (MA)(mm): Pihtinin maksimum genligini veya maksimum
elastikiyetini yansitir. Daha c¢ok trombosit sayisi, trombosit fonksiyonlari ve
fibrinojen seviyesi ile ilgilidir.

G degeri (dyn/s): MA lizerinden hesaplanan bir parametredir ve pithtinin giiciiyle
ilgilidir.

LY30 (%): MA’dan 30 dk sonraki amplitiid degerinin MA’ya gore % degisimidir.
Fibrinolitik sistemle ilgili bilgi verir.

Coagulation Index (ClI): R zamani, K zamani, alfa agisi ve MA degerlerinin lineer
indeksleri alinarak hesaplanan bir degerdir.

Amplitiid (A) (mm): 60. dakikadaki amplitiid degeridir.

3.9. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS23.0 istatistik paket programinda yapildi.
Sonuglar ortalama + standart sapma (minimum-maksimum) degerler seklinde
gosterildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Normal dagilim gosteren veriler i¢in bagimli iki grup karsilastirmalarinda
(tromboelastogram degerlendirmeleri) eslestirilmis t-testi kullanildi. Agregometrede
kontrole gore iiridin ve niikleotidlerinin yiizde degisimlerinin karsilastirmasi igin tek

orneklem t-testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi a=0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Tromboelastogram Sonuclar:

Tromboelastogram deneyleri i¢in 8 farkli kisiden (6 erkek, 2 kadin) toplamda
13 kez kan alind1. Bir seferde alinan kan ile ard arda iki farkli deney grubu ¢alisildi.
Goniilliilerin yas ortalamasi 35,3 + 8,3 (19-44) yildi.

UTP 1000 uM son konsantrasyonun (asagidaki beyaz trase) ve kontrol

grubunun (asagidaki yesil trase) tromboelastogramda elde edilen grafikleri asagidaki
ornekte gosterilmistir (Resim 1).

£ TEG® Analytical Software 4.2.3  TEG®mode  C:Meg\Patients.feg [BEE
Fie Records QC Options Help
= o
<SG i Mz ? & 0
Report  Capture  Case Logoff VC
LA EE &
Patient Site chive ilter D ta Mo rma\ Detai | SN l TEG

20190307- Citrated kaoclin with heparinase

utp-50mM-20mL-1mL kan 2 Sample: 07.03.2019 11:33-13:00

Angle G EPL
deg d/fsc Yo

61,5 2, , 8,5K 2,8
55— 78 4,6K— 109K 0— 15

Click on a tracing to show details

Resim 1. Ornek bir tromboelastogram grafigi. Beyaz trase deney grubu (UTP-1000 uM), yesil trase kontrol grubu. Grafigin
altindaki veriler deney grubuna aittir.

Tromboelastogramda deney gruplarmin (Uridin/UTP/UDP/UMP — 1000 puM)

eslestirilmis kontrol gruplar ile karsilastirmalar1 agagidaki tablolarda verilmistir.
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Tablo 4. Uridinin 1000 uM son konsantrasyonda tromboelastogram parametreleri {izerine etkisi.

(n=7) Uridin (1000 pM) Kontrol P
R 6,67 1,29 (5,20-8,50) 6,86 % 1,11 (5,60-8,50) p>0,05
K 2,29+ 1,13 (1,60-3,20) 2,17 £ 0,57 (1,80-2,60) p>0,05
Angle 58,91 + 7,27 (46,50-66,90) 59,71 + 2,86 (54,90-64,20) p>0,05
MA 57,27 + 6,55 (50,90-69,00) 57,86 4,28 (52,90-66,60 p>0,05
G 8,35 + 2,10 (5,20-11,10) 8,40 + 1,41 (5,60-10,00) p>0,05
A 45,30 £ 9,74 (33,50-62,10 43,41 + 8,82 (31,20-58,20) p>0,05
Cl -1,90 £ 2,01 (-4,60-1,10) -1,52 + 0,97 (-3,10--0,50) p>0,05
LY30 4,70 + 2,94 (0,80-9,60) 5,40 + 3,69 (1,30-10,80) p>0,05
Tablo 5. UTP’nin 1000 uM son konsantrasyonda tromboelastogram parametreleri iizerine etkisi.
(n=6) UTP (1000 puM) Kontrol p
R 6,85 + 0,82 (6,10-8,30) 6,10 + 0,92 (5,00-7,20) p>0,05
K 2,32 £ 0,55 (1,70-3,20) 2,05 +0,57 (1,40-2,80) p=0,029
Angle 58,92 + 5,91 (51,00-66,50) 61,95 + 6,89 (53,20-69,40) p=0,011
MA 60,97 + 6,51 (53,10-68,40) 61,12 + 5,68 (55,60-69,10) p>0,05
G 8,13 + 2,19 (5,70-10,80) 8,10 + 2,05 (6,20-11,20) p>0,05
A 53,78 + 6,82 (47,00-63,60) 53,38 + 7,26 (46,80-63,90) p>0,05
cl -1,23 £ 1,63 (-2,90-0,90) -0,35+ 1,93 (-2,70-2,10) p=0,004
LY30 1,73 + 1,35 (0,80-4,00) 1,50 + 1,21 (0,20-3,70) p>0,05
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Tablo 6. UDP’nin 1000 pM son konsantrasyonda tromboelastogram parametreleri tizerine etkisi.

(n=6) UDP (1000 uMm) Kontrol p
R 6,12 + 0,83 (5,00-7,20) 5,92 + 0,50 (5,30-6,50) p>0,05
K 1,98 + 0,25 (1,70-2,40) 1,88 + 0,31 (1,50-2,30) p>0,05
Angle 62,58 + 2,95 (57,60-66,80) 64,00 + 3,83 (58,90-68,40) p>0,05
MA 65,18 + 2,50 (62,40-69,40) 63,35 + 2,97 (60,30-67,20) p=0,034
9,43 +1,12 (8,30-11,40) 8,73 +1,16 (7,60-10,30) p=0,043
A 57,78 + 5,28 (50,10-64,20) 54,03 + 5,40 (49,10-61,20) p=0,044
cl 0,18 + 0,89 (-1,10-1,10) 0,27 + 0,97 (-0,90-1,60) p>0,05
LY30 1,05 + 1,27 (0,10-3,40) 1,70 + 1,28 (0,30-3,70) p>0,05
Tablo 7. UMP’nin 1000 M son konsantrasyonda tromboelastogram parametreleri iizerine etkisi.
(n=6) UMP (1000 puM) Kontrol p
R 6,35 + 1,01 (5,10-7,50) 6,70 + 1,04 (5,60-8,20) p>0,05
K 1,92 +0,18 (1,70-2,20) 2,10+0,61 (1,70-3,30) p>0,05
Angle 63,70 + 2,34 (59,70-65,40) 61,40 + 6,40 (49,20-66,30) p>0,05
MA 63,78 + 3,20 (59,40-67,70) 62,13 + 4,12 (57,80-68,80) p>0,05
G 8,88 + 1,24 (7,30-10,50) 8,33 + 1,53 (6,80-11,00) p>0,05
A 55,65 + 4,39 (52,20-62,80) 54,67 + 5,48 (50,30-63,50) p>0,05
cl -0,05 + 0,98 (-1,20-1,10) -0,67 + 1,68 (-3,20-0,80) p>0,05
LY30 1,85+ 1,34 (0,40-3,70) 2,07 1,93 (0,00-4,90) p>0,05

Oncelikle hem deney hem de kontrol grubunda normal tromboelastogram
siirlari disina ¢ikan herhangi bir parametre bulunmamaktadir.

Istatistiksel degerlendirmelere gore iiridin ve UMP’nin 1000 pM son
konsantrasyonlar1 higbir tromboelastogram parametresine etki etmemektedir.

UTP 1000 uM son konsantrasyonda K zamanint anlamli olarak uzatmakta,
alfa acisin1 anlamli olarak azaltmakta ve CI degerini anlamli olarak diistirmektedir.

UDP ise 1000 uM son konsantrasyonda MA, A ve G degerlerini anlaml

olarak arttirmaktadir.
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Sonug olarak UTP’nin kontrol grubuna goére daha hipokoagiilan bir durum
olusturdugu, UDP’nin ise kontrol grubuna gore daha ¢ok trombositleri aktive ettigi

sdylenebilir (Sekil 20).

UTP -1000 um
K
Angle —
Cl Hipokoagiilan durum e
Kontrol

UDP -1000 uM
MA

1 a

G

Trombosit aktivasyonu
Hiperkoagiilan durum

Sekil 20: UTP ve UDP’nin 1000 uM son konsantrasyonlarinin tromboelastogram parametreleri iizerine etkilerinin sematik

gosterimi.

4.2. Agregometre Sonuclari

Agregometre deneyleri i¢in 33 farkli kisiden (18 erkek, 15 kadin) toplamda
54 kez kan alindi. 4 kisiden alinan kan ile yapilan deneyler, trombosit
agregasyonunun normal degerler vermemesi nedeniyle iptal edildi. Bir seferde alinan
kandan elde edilen TZP ile (maksimum 6-8 ml) en fazla 3 veya 4 test yapildi.
Goniilliilerin yas ortalamasi1 31,6 + 7,4 (19-44) yild.

Uridinin 10, 100 ve 1000 uM son konsantrasyonlar (sirastyla yesil, mavi ve
siyah traseler) ve serum fizyolojik verilerek elde edilen kontrol 6rneklerinin kollajen

ile uyarilan agregasyon grafiginin 6rnegi asagida gosterilmistir (Resim 2).
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[ Archive Database Is Active |
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Patient Name Patient No Init Agg Lag [sec]
20181123 e-2-k-=f 10 ml 73 0
20181123 e-2-u-10 mM- 10 ml 74 0
20181123 e-2-u-100 mM- 10 ml 73 0
20181123 e-2-u-1000 mM- 10 ml 67 0

Resim 2. Uridinin 10, 100 ve 1000 uM son konsantrasyonlar1 ve kontrol érneklerinin kollajen ile verdikleri agregasyon grafigi.
(Kirmizi trase: 1. kanal — kontrol. Yesil trase: 2. kanal — Uridin 10 uM. Mavi trase: 3. kanal — Uridin 100 uM. Siyah trase: 4.
kanal — Uridin 1000 uM.)

Agregometrede deney gruplarmnin (Uridin 10-100-1000 uM, UTP/UDP/UMP
1-10-50-100-500-1000 uM) ayni testteki kontrol grubuna % degisimlerinin

karsilastirmalar1 asagidaki tablolarda verilmistir.
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Tablo 8. Uridinin 3 farkli son konsantrasyonunun ADP, kollajen ve epineftin ile uyarilan trombosit agregasyonu iizerine etkileri.

Kontrol Uridin (10 ul) P
n=8
[sf (10 pl)] 10 uM 100 M 1000 M kx10 |kx100 [kx 1000
ADP-MA 60,0+ 7,3 (51,8-74,0) 63,1+ 6,8(58,8-76,8) 61,0+ 5,8(55,4-74,0) 62,6 + 8,2 (55,4-80,4)
Kontrole gore % fark (ort) 3,9 1,7 5,5 p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
ADP-EAA 539,0+ 69,5 (464-661) | 559,6 * 60,7 (490-675) | 544,0+ 47,9 (506-655) | 555,5 + 68,8 (503-702)
Kontrole gore % fark (ort) 5,2 1,8 4,9| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
ADP-S 23,3+4,9(18-34) 24,4+ 3,8(19-31) 23,5+ 3,4(19-30) 23,6+4,2(19-31)
Kontrole gore % fark (ort) 2,6 2,2 2,4| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
Kollajen-MA 59,1+ 8,2 (49,0-75,2) 61,2 +£8,7(50,6-79,2) 61,0+ 9,2 (47,2-78,0) 58,9+ 7,0(46,0-68,8)
Kontrole gore % fark (ort) 3,6 3,2 0,1 0,022 | p>0,05 | p>0,05
Kollajen-EAA 539,1+ 66,5 (459-672) | 562,7+78,1(459-717) | 563,0+ 74,4 (455-706) | 542,3+57,9 (435-628)
Kontrole gore % fark (ort) 4,2 4.4 0,8| 0,012 0,04 | p>0,05
Kollajen-S 29,1+7,1(20-41) 31,4+8,1(20-43) 30,1+7,0(19-41) 28,9+ 6,6 (18-40)
Kontrole gore % fark (ort) 7,6 3,7 -0,6/ 0,03 | p>0,05| p>0,05
Epinefrin-MA 64,7 +7,5(59,0-77,4) | 67,5+7,8(60,579,2) | 653+82(56,8-77,4) | 67,4+11,2(57,0-82,2)
Kontrole gore % fark (ort) 45 1,0 3,8| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
Epinefri n-EAA 512,8 £ 55,6 (435-609) | 532,8+38,8(478-594) | 513,0%57,3(422-597) | 543,0+ 87,4 (452-656)
Kontrole gore % fark (ort) 4,2 0,0 5,7| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
Epinefrin-S 18,7 £4,9(12-23) 18,8 +2,0(16-21) 19,3 £3,0(15-23) 20,5+2,7(16-23)
Kontrole gore % fark (ort) 5,4 6,9 16,8| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

(Yesil dolgulu hiicreler anlamli olarak kontrolden daha yiiksek oldugunu gostermektedir.)
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Tablo 9. UTP’nin 6 farkli son konsantrasyonunun ADP, kollajen ve epinefrin ile uyarilan trombosit agregasyonu tizerine etkileri.

n=8 Kontrol UTP (10 pl) P
[sf (10 pl)] 1uMm 10puM 50 uM 100 uM 500 pM 1000 pM kx1 | kx10 | kx50 | kx100 | kx 500 |kx 1000

ADP-MA 58,3+15,1(28,6-79,2) | 62,8+11,7(43,2-79,2) | 60,3+14,8(34,4-81,0) | 48,7+16,2(23,4-74,6) | 40,6+20,3(12,8-71,0) | 11,9+4,7(3,0-19,8) 7,2+3,4(1,2-12,2)
Kontrole gore % fark (ort) 9,2 3,9 -11,3 -33,4 -79,6| -87,9] p>0,05 p>0,05 p>0,05 0,001 0,000 0,000
ADP-EAA 513,7 +147,7 (145-706) | 557,8 +101,1(393-702) | 534,0+131,9(281-703) | 411,8 +167,9(116-659) | 311,4+215,8(8-603) 32,5+ 27,5 (2-84) 13,7+ 15,4 (0-48)
Kontrole gore % fark (ort) 7,5 1,9 -16,8 -44,6 -93,7 -97,6] p>0,05 | p>0,05 [ p>0,05 0,001 0,000 0,000
ADP-S 28,9+9,0(11-55) 26,9+7,1(12-34) 26,4+6,2(16-34) 24,1+7,5(17-40) 22,1+6,1(9-31) 15,1+4,9(8-22) 10,5+ 4,2 (2-16)
Kontrole gore % fark (ort) 2,0 2,0 -13,8| -23,1 -50,1] -64,8] p>0,05 p>0,05 0,019 0,000 0,000 0,000
Kol |ajen-MA 50,9 + 16,6 (23,8-83,0) 53,0+ 14,0(36,8-76,8) 48,3+13,0(34,4-71,0) 42,0+20,2(19,2-74,0) 40,0+24,3(4,2-73,0) 18,4 +18,9(0,0-48,0) 11,3+12,7(0,0-36,0)
Kontrole gore % fark (ort) 2,5 1,1 -18,8| -20,0) -67,3 -82,2] p>0,05 p>0,05 0,017 p>0,05 0,001 0,000
Kol Iajen-EAA 475,1+159,0(201-776) | 495,0+131,9(347-749) | 437,0+124,2(253-634) | 385,2+205,8 (118-673) | 356,2 + 226,4 (14-660) 150,3 +157,8 (0-365) 74,6 + 95,0 (0-261)
Kontrole gore % fark (ort) 1,9 -1,1 -23,3 -22,5 -70,6 -87,8] p>0,05 | p>0,05 0,013 p>0,05 0,001 0,000
Kollajen-S 21,9+7,6(11-40) 23,246,4(15-34) 20,9+6,9 (13-34) 17,1£7,8(9-32) 16,6 9,6 (3-31) 8,4+8,0(0-20) 5,3+5,5(0-15)
Kontrole gére % fark (ort) 6,5 1,4 -20,5 -24,8 -66,3 -80,8] p>0,05 | p>0,05 0,007 0,011 0,001 0,000
Epinefrin-MA 67,3+13,0(36,8-83,8) (67,4+13,6(39,6-82,0) [66,2+14,7(33,8-83,8) [70,2+7,9(58,8-79,8) 69,1+14,9(36,8-89,6) |61,8+21,3(5,2-78,0) |56,4 +22,0(5,8-79,2)
Kontrole gore % fark (ort) 3,9 1,1 0,0 1,9 -14,8 -20,7] 0,014 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Epinefrin-EAA 543,7 +109,2 (322-694) [552,5+97,6(353-691)  [550,3+102,5(313-671) |577,8+67,0(484-669)  |544,9+118,1(328-722) |497,5+167,8(54-632) |437,7+172,9 (59-645
Kontrole gore % fark (ort) 3,5 2,4 -0,1] 1,6 -15,5] -24,8] 0,038 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0,013
Epinefrin-S 16,0+ 6,0(8-27) 16,6 5,6 (7-23) 15,5+ 3,6 (10-21) 14,0+ 4,4 (9-21) 13,5+4,4(6-21) 9,0£5,3(0-21) 7,7 5,6 (0,0-20,0)
Kontrole gore % fark (ort) -4,3 -6,6 0,8 -15,6 -37,5 -46,3| p>0,05 | p>0,05 0,045 p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

(Yesil dolgulu hiicreler anlamli olarak kontrolden daha yiiksek oldugunu gostermektedir.)

(Sar1 dolgulu hiicreler anlamli olarak kontrolden daha diisiik oldugunu gostermektedir.)
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Tablo 10. UDP’nin 6 farkli son konsantrasyonunun ADP, kollajen ve epineftin ile uyarilan trombosit agregasyonu tizerine etkileri.

n=8 Kontrol UDP (10 pl) p
[sf (10 u1)] 1um 10puM 50 pM 100 uM 500 uM 1000 pM kx1 kx10 kx50 kx100 kx500 kx 1000

ADP-MA 50,8 +14,9(26,2-76,8) [56,0+11,9(33,6-73,4)  [52,8+15,8(30,8-76,2)  |52,9+18,9(25,0-83,2) |49,9+16,0(26,8-81,6)  |38,2+18,7(13,4-71,0)  (33,3+19,6(10,0-65,2)
Kontrole gore % fark (ort) 15,9 4,7 7,6) -0,1 -25,1 -34,5| p>0,05 | p>0,05 0,014 p>0,05 0,018 0,008
ADP-EAA 455,2+138,0(145-689)  |505,9+101,2 (313-658) [474,0+147,8 (232-686) |457,9+173,7(179-706) |445,6 +150,1 (195-712) [350,6 + 170,7 (129-607) |301,2 + 176,8 (81-550)
Kontrole gore % fark (ort) 29,5 9,7 6,0 -2,2, -25,2, -35,7| p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0,014 0,007
ADP-S 24,9+ 9,0 (12-40) 26,7+8,7 (12-44) 25,0+9,7 (12-42) 23,1+7,0(12-36) 23,9+ 8,0(10-35) 18,9 +6,1(8-30) 16,1+ 4,8 (7-25)
Kontrole gore % fark (ort) 7,7 2,6 -3,5 -4,4 -20,7] -32,5| p>0,05 [ p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 0,003 0,000
Kol Iajen-MA 63,4+12,1(41,4-78,6) 65,9 +12,8(47,2-81,0) 61,8+11,3(41,4-77,4) 62,3 +12,0(40,8-79,4) 63,3+ 14,7 (45,4-80,8) 55,8 +14,0(42,0-76,8) 53,5+ 13,3 (38,4-68,6)
Kontrole gore % fark (ort) 2,2 -4,1 -3,6 2,5 -8,6 -13,1] p>0,05 0,024 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0,004
Kollajen-EAA 585,1+103,9(389-706) |599,5+110,3 (437-760) [570,4 +103,3 (401-709) [569,3+107,6 (377-721) |591,5+139,6(428-766) |522,5+132,3(405-734) [510,3 +120,1(379-667)
Kontrole gére % fark (ort) 1,1 -3,9 -4,3 3,1 -7,4 -10,4] p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0,037
Kollajen-S 30,4+9,3(16-48) 32,7 +11,2 (20-55) 30,7 +9,6 (18-44) 28,8 +8,8(18-41) 28,3 +5,0(23-35) 25,2 +8,8(16-37) 23,7+7,6(14-34)
Kontrole gore % fark (ort) 2,6 -3,3] -9,2] 8,4 -10,4] -14,7) p>0,05 | p>0,05 0,003 p>0,05 | p>0,05 [ p>0,05
Epinefrin-MA 62,7+12,2(32,0-80,4) |64,2+11,8(37,2-77,6) |63,2+14,1(33,8-81,6) |64,3+15,3(32,0-83,2) [67,5+8,5(52,6-76,8) 64,1+13,7(32,0-76,8)  |64,6+ 16,4 (32,0-83,2)
Kontrole gore % fark (ort) 2,2, 2,3 2,7, 2,7 2,2 2,4 p>0,05 [ p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 [ p>0,05 | p>0,05
Epinefrin-EAA 514,1+105,7 (278-717)  [529,9+ 99,1 (320-663) 525,4 + 98,2 (296-654) 538,3+117,8(275-723) [567,1+ 59,8 (492-648) 543,5+109,9 (274-672)  |554,5 + 125,5 (274-728)
Kontrole gére % fark (ort) 4,5 5,5 5,8 4,4 4,3 6,2| p>0,05 [ p>0,05 0,043 p>0,05 p>0,05 | p>0,05
Epinefrin-S 16,6+ 5,3 (8-28) 16,1+5,0(8-26) 16,8+ 3,7 (11-24) 17,24 3,6 (11-25) 17,8+ 5,8 (6-25) 14,8+6,2 (4-28) 14,8 +5,9(7-29)
Kontrole gore % fark (ort) -5,1 0,4 3,3 -1,3 -11,3 -7,0| p>0,05 | p>0,05 0,020 0,023 p>0,05 0,037

(Yesil dolgulu hiicreler anlamli olarak kontrolden daha yiiksek oldugunu gostermektedir.)

(Sar1 dolgulu hiicreler anlamli olarak kontrolden daha diisiik oldugunu gostermektedir.)
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Tablo 11. UMP’nin 6 farkli son konsantrasyonunun ADP, kollajen ve epinefrin ile uyarilan trombosit agregasyonu iizerine etkileri.

n=8 Kontrol UMP (10 pl) P
[sf (10 pl)] 1pM wopMm 50 M 100 uM 500 uM 1000 pM kx1 | kx10 | kx50 | kx100 | kx500 | kx 1000

ADP-MA 59,9+12,7(33,2-78,6) 65,6+12,8(44,2-78,6) 64,7 +9,3(46,0-71,6) 63,3+15,7(39,6-78,6) |67,8+12,7(48,2-83,2)  [66,6+13,1(50,6-88,0)  |62,1+20,4(21,6-83,2)
Kontrole gore % fark (ort) 8,2 7,3 3,4 18,4 15,9 3,4 p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
ADP-EAA 542,9 + 124,6 (306-778) 581,6+107,9 (397-698) |573,1+83,6(402-632)  [554,0+142,7(336-694) |584,3+120,6(449-778) |573,1+96,5(452-717)  [546,1+178,2 (194-797)
Kontrole gore % fark (ort) 7,3 6,3 1,3 12,4] 9,4 -1,6] p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
ADP-S 28,5+5,0(19-37) 29,7+4,7 (20-35) 30,7 6,8 (18-39) 29,0+ 6,8 (20-37) 27,3 +3,7(20-30) 32,7+5,9(27-43) 27,8+3,7(24-33)
Kontrole gore % fark (ort) 3,3 5,8 -0,4] 3,0 19,7| 1,7| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
Kollajen-MA 60,5+ 14,3 (22,8-78,6) 60,1+20,0(15,8-82,6) 62,7 23,5 (5,2-84,4) 59,3+20,3(11,8-78,6) |66,8+7,5(54,2-82,2) 64,1+7,7(51,2-79,2) 61,0+7,6(49,0-72,8)
Kontrole gére % fark (ort) 8,6 9,3 3,1 4,5 0,2 -14,6| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
Kollajen-EAA 569,6 + 119,6 (200-736) 580,7+124,9 (303-740) |637,5+87,5(511-765)  [587,2+119,4(384-718) |615,6+71,9(510-765)  |589,3+64,8(495-721)  [555,0+ 62,0 (462-650)
Kontrole gére % fark (ort) 12,3 14,9 5,4 4,4 -0,1] -15,0] p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
Kollajen-S 28,1+7,6(12-44) 30,6 + 13,8 (9-51) 30,4 + 12,3 (4-50) 28,0+ 10,9 (4-44) 33,3+5,7(25-44) 31,3 +7,4(24-47) 28,1+5,7(21-37)
Kontrole gore % fark (ort) 21,5 19,9 9,1 11,2] 4,1 -18,9| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
Epinefrin-MA 63,3+16,1(23,4-82,2) 66,8 +9,1(54,8-75,2) 67,8 +8,2(55,4-76,8) 64,9 +7,6 (54,8-79,2) 66,1+7,2(54,8-72,8) 68,7+11,0(57,6-84,4)  |60,7 +19,0(27,4-81,0)
Kontrole gére % fark (ort) 24,3 28,9 26,0 0,1 3,8 -8,5| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
Epinefrin-EAA 516,1 + 137,6 (166-703) 519,0+132,5(266-645) |540,6+96,1(399-649)  [515,0+90,1(382-682)  [530,2+65,0(461-596)  |573,2+107,9(439-721) |507,8+158,9 (257-687)
Kontrole gére % fark (ort) 11,2] 23,1 23,9] -13,4 -8,1] -18,5| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
Epinefrin-S 17,2£7,1(2-30) 17,349,1(3-29) 18,1+7,3(6-26) 17,9+8,0(8-29) 15,946,5 (4-23) 16,0+7,8(1-23) 16,1+6,7 (7-24)
Kontrole gére % fark (ort) 8,7 33,4 80,5 -10,1 -11,3 -7,3| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Oncelikle kontrol grubunda, her 3 uyarici ajanla da normal agregasyon
degerleri elde edilmistir. Istatistiksel degerlendirmelere gére UMP nin denenen tiim
konsantrasyonlari, her 3 uyarici ajanla elde edilen agregasyon grafiklerinde herhangi
bir farkliliga sebep olmamustir.

UTP ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ADP ve kollajen ile uyarilan
agregasyonu bariz bi¢imde inhibe etmistir. Diisilk konsantrasyonda epinefrin ile
uyarilan agregasyonu hafifce aktive etmistir.

UDP de UTP’ye benzer bigimde 500 ve 1000 uM son konsantrasyonda ADP
ve kollajen ile uyarilan agregasyonu inhibe etmistir. 50 M son konsantrasyonda
ilging bir bicimde ADP ve epinefrin ile uyarilan agregasyonu hafifce aktive etmistir.
Uridin ise ilging bir sekilde diisiik konsantrasyonda, yalmzca kollajen ile uyarilan
agregasyonu hafifce aktive etmistir.

Sonu¢ olarak {iridin ve niikleotidlerinden UTP ve UDP’nin disiik
konsantrasyonlarda hafif uyarici etkisi gozlenirken, UDP ve o6zellikle UTP’nin

yiiksek konsantrasyonlarda bariz inhibe edici etkisi gézlenmistir (Resim 3)

.

M
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N

Patient No Imit Agg Lag [sec]
m-3-k-sf-10ml 62 1]
m-4-k-si-10ml 44 0
m-4-utp-0.05mM-10ml 63 0
m-4-utp-0.5mM-10ml 67 0

Resim 3. UTP’nin artan konsantrasyonlar1 ile ADP ile uyarilan agregasyonun bariz bir sekilde inhibe olmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligmada oncelikle iiridin ve 3 farkli niikleotidinin trombosit agregasyonu
tizerindeki etkileri optik agregometre ile arastirilmistir. Trombositten zengin plazma
tizerinde calisilarak tek bir hiicre toplulugu tlizerindeki etkiler ortaya konmustur. Ne
tiridin ne de niikleotidlerinin tek baslarina agregasyon olusturmadiklart gézlenmistir.
Uridinin 10 pM gibi diisiik konsantrasyonda kollajen ile uyarilan agregasyonu
arttirdigl gosterilmistir. UMP’nin herhangi bir uyarici ajan ile olusturulan agregasyon
tizerinde etkisi gézlenmemistir. UDP ve 6zellikle UTP’nin konsantrasyon artisi ile
birlikte bariz bir sekilde ADP ve kollajen ile uyarilan agregasyonu inhibe ettigi,
diisiik konsantrasyonlarda epinefrin ile uyarilan agregasyonu aktive ettigi
gosterilmistir.

Bu calismada farkli olarak, iiridin ve niikleotidlerinin, bir sistem olarak
hemostaz tlizerindeki etkileri tromboelastogram ile ¢alisilmistir. Koagiilasyonun, pihti
olusumundaki tiim siireclerin, eritrositler, 16kositler ve trombositler arasindaki
etkilesimlerin ve pihtinin ¢6ziinme siirecinin  topluca degerlendirilebildigi
tromboelastogram ile tam kanda hemostaz degerlendirilmistir. Uridin ve UMP’nin
tromboelastogram parametrelerinde herhangi bir degisklige sebep olmadigi, fakat,
UTP ve UDP’nin neredeyse birbirine zit etkiler olusturdugu ortaya konmustur.
UTP’nin daha hipokoagiilan bir durum, UDP’nin ise trombosit aktivasyonunu
yansitan daha hiperkoagiilan bir durum olusturdugu gosterilmistir.

Oncelikle eski yaymnlarda trombosit yogun graniillerinde oldugu gdsterilen
UDP ve UTP’nin (Prada ve Pletscher, 1970; Traut, 1994) tek baslarmna 3 dakika
boyunca trombositlerle muamele edilmesine ragmen herhangi bir etkinin
gbézlenmemesi, bu niikleotidlerin trombositler iizerinde reseptorlerinin olmadigini
desteklemektedir. Yogun graniillerde bulunan diger molekiillerin (serotonin,
histamin, epinefrin, ADP, ATP) hemen hepsinin trombositler iizerinde reseptdrleri
bulunmakta ve trombositleri aktive edici etkileri bulunmaktadir. Tam tersine UTP ve

UDP’nin konsantrasyona bagli olarak ADP ve kollajen ile uyarilan agregasyonu
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inhibe etmesi, Onceki c¢alismalarda UTP’nin P2Y12 reseptér antagonizmasi
tizerinden bu etkilerinin kanitlanmigs olmasi (Dursun ve ark., 2017), bu urasil
niikleotidlerinin yogun graniillerdeki varligina siiphe ile bakmaya sebep olmaktadir.
Yeni literatiir ve derlemelerde UTP ve UDP’ye yogun graniil igerigi olarak yer
verilmemesi daha mantikli gibi gériinmektedir.

Giindiiz ve ark. yaptiklart calismada (2017) UTP ve UTP’nin siilflirlii
analoglarinin P2Y'12 antagonistik etkisini ortaya koymuslardir. Bu bulgu bizim
bulgumuzla ortiismekte, bulunan konsantrasyonlar birbirine ¢ok benzemektedir.
Ayrica Aslam ve arkadaslar1 (2013) UTP’nin yanisra CTP ve GTP’nin de ADP ve
kollajen ile uyarilan agregasyona etkisini gozlemlemislerdir. ADP’nin tersine
UDP’de bu etkiyi gézlenmemistir.

Bizim ¢alismamizdaki en 6nemli farklardan biri UDP’nin de konsantrasyon
artist ile birlikte ADP ve kollajen ile uyarilan agregasyonu inhibe etmesidir. Tek
basia iiridin de kollajen ile uyarilan agregasyonu aktive etmistir. Uridinin etkisi
tromboelastogramda  gozlenmemis, fakat UDP’nin  etkisi aym1  yonde
tromboelastogramda da gozlenmistir. UMP’de etkinin gézlenmemesi, UDP’de biraz
UTP’de maksimum etkinin gozlenmesi, eklenen fosfat gruplariyla antagonistik
etkinin iligkili olabilecegini digiindiirmektedir.

Bune ve arkadaslarmin yaptiklar1i c¢alismada (2010) hipotansif durum
modellenmis ve bu durumda ADP, ATP, UTP’nin siirekli perfiizyonlarinin
fibrinolitik sistem ve TEG parametreleri lizerinden topluca hemostaz iizerine etkileri
degerlendirilmistir. TEG iizerinde yalmizca ADP’nin hipokoagiilan bir etkisi
gozlenmistir. Trombositler ilizerinde dogrudan reseptorii bulunan, trombositleri
aktive etmesi beklenen ADP’nin bdyle ters bir etkiye sebep olmasi ilging
bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda da UDP’nin trombosit aktivasyonu ile birlikte
hiperkoagiilan, UTP’nin hipokoagiilan etkisi birbirine tamamen zit ve ilgingtir. Bune
ve arkadaglarimin caligmasina gore (2010) bizim g¢alismamiz oldukga farklidir.
Domuzlar tizerinde hipotansif sartlar olusturulup niikleotidlerin perfiizyon seklinde
verilmistir. Bizim ¢alismamizda insanlardan alinan kanlar in vitro olarak 5 dk iiridin
ve nikleotidleri ile muamele edilmistir. UTP’nin tromboelastogramdaki

hipokoagiilan etkisi, agregometrede de desteklenmistir.
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Uridin, dokularda ve kanda serbest olarak veya fosfatli niikleotid bilesikleri
seklinde bulunmaktadir (Cansev, 2006). Insanlarda kan dolasimindaki ana pirimidin
bilesigi iridindir (Wurtman ve ark., 2000). Uridin konsantrasyonunun farkli
calismalarda 3-8 uM arasi oldugu bildirilmistir (Yamamoto ve ark., 2011). Bir
pirimidin niikleozidi olan iridin, niikleik asitlerin (RNA) yapisina girerek glikojen
biyosentezi, protein ve lipid glikolizasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlarda yer
almaktadir. Niikleotid reseptorlerinin tanimlanmasiyla, pirimidin niikleozidlerinin
hemostazda rollerine agiklik getirilmistir.

Tromboz ve enflamasyon dahil olmak iizere gesitli patolojik kosullar altinda,
hiicre dis1 niikleotit seviyeleri, hem aktif salim hem de hasarli veya 6len hiicrelerden
pasif sizint1 nedeniyle artabilir. Extraseliiler sivida, niikleotitler, hemen hemen tiim
dolasan kan hiicreleri ve damar endoteli ve diiz kasinda bulunan P2 piirinerjik
reseptOr ailesine ait membran reseptorleri ile etkilesime girer. Trombositlerdeki P2
reseptorlerinin yanisira (P2Y1, P2Y12 ve P2X1); P2Y2, P2Y6 ve P2X7 reseptorleri,
dolagimdaki kan hiicrelerinin ve damar duvari hiicrelerinin ¢esitli fonksiyonlarinda
onemli rol oynayan niikleotidlerin proinflamatuar etkilerine aracilik eden ana P2
reseptorlerini olusturur.

Trombosit P2Y 12 reseptorii, antitrombotik ilaglar igin belirlenmis bir hedef
iken, P2Y1 ve P2X1 reseptorleri, yeni antitrombotik ajanlar i¢in cazip hedefler
olusturur. P2Y12 reseptorlerinin, ateroskleroz gelisimine katkida bulundugu
gosterilmistir (Hechler ve Gachet, 2015). Bunun aksine, P2Y12'nin 16kosit
altkiimeleri iizerindeki etkisi ve inflamatuar hastaliklardaki potansiyel rolii yeteri
kadar aydinlatilmamastir.

Koagiilasyonda nétrofiller de rol oynamakta ve sekillenen hiicre dis1 tuzak
yapilart pihti olusumu esnasinda etki géstermektedir (Brinkmann ve Zychlinsky,
2012). Notrofiller ve hiicre dis1 tuzak yapilari, pihtilasma faktorleri ve damar
endoteli ile etkilesime girmektedir. Hiicre dis1 tuzaklar sahip oldugu bakterisidal etki
ile patojen iizerine olumsuz etkilidir (Vorobjeva ve Pinegin, 2014). Bu siireg
esnasinda aktive olan trombositlerin hiicre dis1 tuzak yapilari olusumu yoniinde
nétrofilleri uyarmakta ve boylece vendz trombozlar sekillenmektedir (Brinkmann ve
Zychlinsky, 2012). Trombositler iiridin 5'-difosfat-glikoz i¢in P2Y 14 reseptoriinii de

eksprese eder, ancak bu reseptoriin hemostatik fonksiyonlarda higbir rolii yoktur.
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P2Y14, immiin veya inflamatuar yanitlarda fizyolojik bir fonksiyon goren
notrofillerde, dentritik hiicrelerde, B lenfosit ve T lenfositlerde de bulunur (Hechler
ve Gachet, 2015).

Sonu¢ olarak {iridin ve niikleotidlerinden UTP ve UDP’nin diisiik
konsantrasyonlarda hafif uyarici etkisi gozlenirken, UDP ve o0zellikle UTP’nin
yiiksek konsantrasyonlarda bariz inhibe edici etkisi gozlenmistir. Calismamizda
literatiirde ilk defa tam kanda {iridin ve niikleotidlerinin hemostaz parametreleri

tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AA: Arasidonik asit

AC: Adenilat siklaz

ADP: Adenozin difosfat

ATIII: Antitrombin 11

ATP: Adenozin- 5’-trifosfat

CAMP: Siklik adenozin monofosfat
CDP: Sitidin di-fosfat

CMP: Sitidin monofosfat

CTP: Sitidin-5’-trifosfat

DAG: Diagilgliserol

DHA: Dokosaheksaenoik asit

DF: Doku faktori

DFYI: Doku faktor yolu inhibitorii
DNA: Deoksi ribontikleik asit
dTMP: deoksi timidin monofosfat
dUMP: deoksi tiridin monofosfat
GP: Glikoprotein

IP3: Inositol trifosfat

PAF: Platelet activator factor

PKC: Protein kinaz C

PLC: Fosfolipaz C

PS: Fosfotidilserin

REM: Rapid eyes movement

RNA: Ribo niikleik asit

TEG: Tromboelastogram

tPA: Doku plazminojen aktivatorii
TXA2: Tromboksan A2

UDP: Uridin difosfat
UDP-galaktoz: Uridin difosfat-galaktoz
UDP-glukoz: Uridin difosfat-glukoz
UMP: Uridin monofosfat

uPA: Urokinaz plazminojen aktivatorii
UTP: Uridin-5’-trifosfat

VASP: Vazodilator fosforilasyon proteini
vWEF: von villebrand faktor
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8. TESEKKUR

Fizyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimi aldigim siire boyunca
stirekli destegi ile yanmimda olan bilgi, deneyim ve tecriibelerine her zaman
basvurdugum Prof. Dr. Kasim OZLUK hocama; bana her agidan yol gdsteren,
destegini esirgemeyen, bilimsel disiplin ve calisma prensibini, karakterini, insan
iliskilerini 6rnek aldigim, 06grencisi olmaktan gurur duydugum hosgoriili,
giileryiizlii danismanim Dr. Ogr. Uyesi Engin SAGDILEK hocama; ¢alismanin her
asamasinda yardim ve destegini esirgemeyen Tibbi Farmakaloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi saym Prof. Dr. Mehmet CANSEV hocama; Fizyoloji Anabilim
Dali’nda olmaktan gurur duydugum herbirinden ayr1 ayri ¢ok biiyiik destekler
gordiigiim, bilgilerini comertce paylasan, Ozveri ile ¢alisan Fizyoloji Anabilim
Dalnin degerli 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Naciye ISBIL, Prof. Dr. Nevzat
KAHVECI, Prof. Dr. Tiilin ALKAN, Prof. Dr. Fadil OZYENER, Dog. Dr. Biilent
GOREN’e ve Fizyoloji Anabilim Dalr’nin degerli calisanlarina; tez calismamin
deney kisminda biiyiik katkilar1 olan Immiinoloji labaratuvari ¢alisanlarina ve
deneylere dahil olan tiim arkadas ¢evreme; beni bugiinlere getiren, beni destekleyen,
motive eden, her zaman arkamda olan aileme tesekkiirii borg bilirim.
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9. OZGECMIS

9 Eylil 1989 tarihinde Bursa Karacabey’de dogdu. Orta 6grenimini Bursa
Karacabey Atatiirk Ilkdgretim Okulu’nda, lise 6grenimini Bursa Karacabey Anadolu
Lisesi'nde tamamladiktan sonra 2007 yilinda Kiitahya Dumlupmar Universitesi
Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Bolimi’nii kazandi. 2012 yili itibariyle hastane ve
rehabilitasyon merkezlerinde fizyoterapist olarak gorev almaktadir.
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