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Ko/Jagen ve ADP ile oluşturulan trombosit agregasyonu üzerine heparin 
(liquemin) ve CY 216 ile CY 222 kodlu düşük moleküler ağırlıklı heparin fraksiyon
lannın etkileri araştınldı. Liquemin, trombosit agregasyonunu arttınrken CY 216 ve 
CY 222 kodlu düşük moleküler ağırlıklı heparin fraksiyon/annın trombosit agre
gasyonunu azaltıcı yönde etkileri oldugu, deneylerde gözlendi. 

SUMMARY 

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

The effect of heparin (liquemine) and CY 216 with CY 222 coded low mo/e
cu/ar weight heparin fractions on platelet aggregations fonned by col/agen and ADP 
was investigated. It was observed from the experimenta/ results that whi/e /iquemine 
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was increasing the platelet aggregations, Cy 216 and CY 222 coded /ow mo/ecu/ar 
weight heparin fractions were decreasing the platelet aggregations. 

Trombositler hemostazdaki etkinlikleri için üç fonksiyona sahiptir. Bunlar 
adezyon, agregasyon ve sekresyondur. Agregasyon, trombositlerde çeşitli ajanla
rın etkisiyle veya adezyonu takiben oluşur1 . Bir seri yapısal ve biyokimyasal 
de~şimlerle birlikte şekil de~ikli~ sonucu gelişir. Agregan ajanların başında 
ADP, kollagen, adrenalin, trombin, serotonin vs. gelmektedirı.2. ADP, agregas
yon olayında esas faktördürı.3. Bütün di~er ajanlarla oluşan agregasyonun da 
ADP aracılı~yla oldu~a inamlmaktadır1 ·2. 

İn vitro olarak trombositten zengin plazmaya ADP ilave edilcli~ zaman 
trombositlerde ilk görülen de~şiklik, şekil de~şikli~drrZ. Bunu primer agregas
yon takip eder. E~er ADP çok düşük konsantrasyonda (0.1-0.4 J.LM) ise bu faz 
reversibldir. E~er ADP konsantrasyonu orta de~erde (0.4-l.,S J.LM) ise primer 
agregasyonu irreversibl olan bir sekonder agregasyon dalgası takip eder. Bu dal
ga, primer trombosit agregatlarından salınan ADP ile oluşturulur. ADP'nin da
ha yüksek konsantrasyonları ile primer ve sekonder dalgalar karışıp birleşir

ler1·2. 

Trombositten zengin plazmaya kollagen ilave edildi~ zaman primer dalga 
oluşmaz, kollagen liflerine trombositlerin adlıere olması ile salınan ADP nede
niyle sadece sekonder dalga oluşur. Tipik bir kollagen kurbu agregasyon başla
madan önce bir lag faz ile karakterizedir1. Bu lag faz, kollagen liflerinin trombo
sitlere adlıere olması ve ADP salınımını slimüle etmesi için zamana ihtiyaçları 
olması yüzünden olabilir. 

ADP ile oluşturulan trombosit agregasyonunda maksimum amplitüdün 
artması agregasyonun artışım, azalması ise agregasyonun azalmasını gösterir. 
Kollagen ile oluşturulan agregasyonda da maksimum amplitüdün de~erlendirilişi 
aynıdır. Ayrıca, lag fazın kısalması agregasyonun hızlandığını, uzaması ise agre
gasyonun yavaşladı~ gösterir. 

Klinikte 40-45 yıldan beri terapötik bir ajan olarak kullanılan heparinin, 
trombositlerde agregasyona sebep oldu~nu karndayan çalışmalar vardır4·7• He
parinin en önemli komplikasyonu, vücudun çeşitli yerlerinde kanamalar meyda
na getirmesidu-B-11• Aym zamandaseyrek de olsa agregasyon nedeniyle trombo
sitopeni4·6.?.1Z.l3 ve arterial tromboza neden oldu~ da bildiri1İnektedir4·13. 

Heparin, moleküler a~lı~ 3000 ile 40000 Dalton arasında olan, yüksek 
derecede asidik, polisakkarit yapısında bir maddedir14·15. Çeşitli büyüklükteki 
polisakkariderin karışımından ibarettir. Bu karışımı oluşturan ö~elerin antikoa
gülan etkinlikleri de farklıdır9.16. Heparinin çeşitli komplikasyonları olması n~
deniyle, de~ik kromatografi ve presipitasyon metodları ile düşük moleküler 
a~lıklı ve yüksek moleküler a~lıklıfraksiyonlar elde edilmiştir. Moleküler a~
lı~ 8000 Daltonun altında olan heparin fraksiyonları, düşük moleküler a~lıklı 
hepain (LMWH) olarak kabul edilmektedir17• Moleküler a~lığı 8000 Daltonun 
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üzerinde olanlar ise yüksek moleküler ağırlıklı heparin (HMWH) olarak kabul 
edilmektedir. Farklı moleküler ağırlı~a sahip heparİn fraksiyonlarının farklı etki 
ve risk özelliklerine sahip olduklarını ispatlayan çalışmalar bulunmaktadır. 

Biz çalışmamızda heparİn (liquemin) ile molekül ağırlığı 4500 Dalton olan 
CY 216 ve molekül ağırlığı 2500 Dalton olan CY 222 kodlu düşük moleküler ağır

lıklı heparin fraksiyonlarının trombosit agregasyonuna etkilerini karşılaştırmayı 
amaçladık. 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

Deneylerimizde sa~ 7 kişiden kan alındı. Kan alına işleminde denekie
rin aç olmalarına, bir hafta öncesine kadar antiagregan ilaçlar almamış ve kan 
alma işleminden 8 saat öncesine kadar sigara içmemiş olmalarına dikkat edildi. 
Alınan kan 1/10 oranında % 3.8'liksodyum sitrat ile antikoagülanlandı. 5 dakika 
2000 rpm'de santrifüjlenerek elde edilen trombositten zengin plazma (PRP) 
plastik bir tübe alındı. Geri kalan çökeltİ tekrar 10 dakika 3000 rpm'de santrifüj 
edildi ve trombositten fakir plazma (PPP) elde edildi. PPP, agregometrenin ka
librasyonunda kullanıldı, PRP'deki trombosit sayısının 250.000-300.000 olmasına 
dikkat edildi. Bu sayı istenen de~erde olmadı~da PPP ile ayarlandı. 

Agregasyon kurbları, Payton agregometresi (800 B) ile çizdirildL Agregan 
ajan olarak ADP ve kollagen (Stago) kullanıldı. Agregasyona etkileri incelene
cek olan liquemin piyasadan, CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH fraksiyonları 
Choay Enstitüsünden temin edildi. 

Trombosit agregasyonu ADP ve kollagen ile ayrı ayrı oluşturuldu~undan 
deneyler 2 grup altında yapıldı. 

Grup 1: Liquemin, CY 216 ve CY 222'nin ADP ile oluşturulan agregas
yona etkilerinin araştırıldı~ı grup. 

Bir tüpe 450 ~~ PRP üzerine 50 ~~ Owren buffer ilave edilerek 37"C'de 10 
dakika aletin inkübatöründe bekletildi. Daha sonra 50 ~ ADP (1 ı.ı.g/ml) ilave 
edilerek agregasyon oluşturuldu. Bu şekilde Owren buffer eklenerek oluşturulan 

agregasyon, kontrol grubudur. Diğer tüplerde de ayrıı işlemler yapıldı, sadece 
Owren buffer yerine liquemin (1 ~glml), CY 216 (1 ~glml) ve CY 222 (1 ~glml) 
eklendi. Bu grupta çizdirilen agregasyon kurblarının maksimum amplitüdleri öl
çülerek de~erlendirme yapıldı. 

Grup II: Liquemin, CY 216 ve CY 222'nin kollagen ile oluşturulan agre
gasyona etkilerinin araştırıldığı grup. 

Yine kontrol olarak bir tüpe 450 ıJ PRP üzerine 50 ~~ Owren buffer ekle
nerek 10 dakika 37"C'de inkübe edildi. Daha sonra 50 ~~ kollagen (5 ~glml) 
ilave edilerek agregasyon çizdirildi. Diğer tüplere Owren buffer yerine liquemin 
(1 ~glml), CY 216 (1 ~glml) ve CY 222 (1 ~glml) ilave edildi. Bu grupta çizdiri
len agregasyon kurblarının maksimum amplitüdleri ve lag fazları ölçülerek 
değerlendirme yapıldı. 
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BULGULAR 

Grup 1: ADP ile oluşturulan trombosit agregasyonunda kontrol grubunun 
maksimum amplitüdü ortalama 12 + 0.6 cm olarak bulundu. Liquemin ilavesi ile 
çizdirilen agregasyon korblarının maksimum amplitüdü ise ortalama 13.6 + 0.6 
cm idi. Liqueminin, trombosit agregasyon kurbunun maksimum amplitüdünü, 
kontrol grubuna oranla arttırdığı gözlendi. 

CY 216 kodlu LMWH fraksiyonunun ilavesi ile çizdirilen agregasyon kur
bunun maksimum amplitüdü ise ortalama 9.4 + 0.2 cm bulundu. Bu grupta öl
çülen maksimum amplitüd de~erleri kontrol grubundan daha düşüktü. CY 222 
kodlu LMWH fraksiyonunun etkisi incelendi~de ise maksimum arnplitüd orta
lama 9.5 + 0.4 cm idi. CY 222 kodlu fraksiyon da, CY 216 kodlu fraksiyon gibi 
maksimum amplitüdü kontrol grubununkine oranla azaltmıştı (Tablo: I, Şekil: 1) 

Tablo: 1- Uquemin ve CV 216, CV 222 Kodlu LMWH Fraksiyonlarının 
ADP lle Oluşturulan Agregasyona Etkilerinin Maksimum 
Amplitüd lle Gösterilmesi 

Deney No Kontrol Liquemin 

15.9 17 
2 13.4 15 
3 10.5 15.2 
4 11.7 12.3 
5 11.5 12.6 
6 9.1 10.4 
7 12 13 

X 12 13.6 

SH 0.6 0.6 

p P < o.os· 

• Kontrol grubuna göre anlamlılık düzeyleri. 
(Cm) 

Şekil: 1 
Liquemin ve CY216, CY222 
kodlu LMWH fraksiyon/annın 

ADP ile oluşturulan agregasyona 
etkilerinin maksimum amplitüd 

ile gösterilmesi. 
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Liquemin, ADP ile oluşturulan trombosit agregasyonunu arttırıcı yönde, 
CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH fraksiyonları ise agregasyonu azaltıcı yönde et
kili olmaktadır. 

Grup II: Kollagen ile oluşturulan trombosit agregasyonunda kontrol gru
bunun maksimum amplitüdü ortalama 14.8 + 0.3 cm, lag faz ise 1.5 + 0.04 cm 
de~erindeydi. Liquemin ilave edilen grupta maksimum amplitüd ortalama 16.1 
+ 0.2 cm'ye yükselirken, lag faz 1.1 + 0.04 cm'ye kısalmıştı. 

CY 216 kodlu LMWH fraksiyonunun ilave edildigi grupta maksimum 
amplitüd ortalama 13.3 + 0.4 cm, lag faz 2.6 + 0.05 cm'dir. CY 222 kodlu frak
siyonun trombosit agregasyonuna etkisi incelendiginde, agregasyon kurbunun 
maksimum amplitüdü ortalama 13.8 + 0.4 cm, lag fazın ise 2.5 + 0.04 cm ölçül
dü (Tablo: II, III, Şekil: 2, 3). 

Tablo: ll- Liquemin ve CV 216, CV 222 Kodlu LMWH Fraksiyonlarının 
Kollagen lle Oluşturulan Agregasyona Etkilerinin Maksimum 
Amplitüd lıe Gösterilmesi 

Deney No Kontrol Liquemin 

1 16.4 17.5 
2 16 17.4 
3 15.3 16.6 
4 13.8 14.5 
5 14.3 15.9 
6 12.2 14 
7 15.9 17 

X 14.8 16.1 

SH 0.3 0.2 

p p < 0.001 • 

• Kontrol grubuna göre anlamlılık düzeyleri. 

( Cm ) 
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Kontrol Liqu~mln CV 216 CV 222 

CY216 CY222 

14.7 16 
15 15.2 

14.5 14.8 
12 12.5 

12.5 12.9 
10.1 11 
14.1 14.5 

13.3 13.8 

0.4 0.4 

P < o.oo1* P < o.oo1* 

Şekil: 2 
Liquemin ve CY 216, CY 222 
kodlu LMWH fraksiyon/annın 

kollagen ile oluşturulan 
agregasyona etkilerinin 

maksimum amplitüd ile 
gösterilmesi. 
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Tablo: lll- Llquemin ve CV 216, CV 222 Kodlu LMWH Fraksiyonlarının 
Kollagen lle Oluşturulan Agregasyona Etkilerinin Lag Faz 
lle Gösterilmesi 

Deney No Kontrol Liquemin CY216 CY222 

ı 0.8 0.5 1.6 1.6 
2 1.3 1 2.1 2 
3 2 1.6 3.~ 3.1 
4 1.4 0.5 2.5 2.3 
5 1.4 1.1 2.7 2.6 
6 2.4 2 3.1 3 
7 1.5 1.2 2.9 2.6 

X 1.5 1.1 2.6 2.5 

SH 0.04 0.04 0.05 0.04 

p P < o.oo5· P < o.ooı· P < o.ooı· 

• Kontrol grubuna göre anlamlılık düzeyleri. 

( Cm ) 

"' " ...J 

r+- -+-

-+-

-+-

Kont rol L ıqu~mın CY 216 CY 222 

Şekil: 3 
Liquemin ve CY 216, CY 222 kodlu 

LMWH fraksiyon/annın kollagen 
ile oluştunı/an agregasyona 

etkilerinin lag faz ile gösterilmesi. 

Kollagen ile oluşturulan trombosit agregasyonuna, liqueminin etkisi agre
gasyonu arttırıcı yönde, CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH fraksiyonlarının etkisi 
ise azaltıcı yönde olmaktadır. 

TARTIŞMA 

Heparin ve farklı moleküler ağırlıkta olan heparin fraksiyonlarının, farklı 
antikoagülan aktiviteye sahip olduklan bilinmektedir16.18·19• Aynı şekilde, hepa
rin ve farklı moleküler ağırlıktaki fraksiyonların, trombosit agregasyonu üzerine 
farklı etkilerde olduğunu ileri süren araştırmalar bulunmaktadır4-7·12 ·18. 
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Bizim çalışmalanmız, liqueminin ADP ve kollagen ile oluşturulan agre
gasyonu kuvvetlendirdiğini gösterdi. Diğer araştırıcılar da unfraksiyone heparİn 
preparatlarının trombosit agregasyonunu önemli derecede arttırdığını göster
mişlerdir4·7. Bu durum, unfraksiyone heparinde yüksek moleküler ağırlıklı hepa
rinin bulunması ile açıklanabilmektedir. Ticari heparİnlerde düşük ve yüksek 
moleküler ağırlıklı fraksiyonlar içerirler. Bu yüzden liqueminin de agregasyonu 
arttırıcı etkisi, içerdiği yüksek moleküler ağırlıklı heparin fraksiyonu nedeniyle-
d. 18 
ır. 

Daha önce yapılan bir kısım çalışmada, LMWH fraksiyonlarının agregas
yona neden olduğu, fakat bunların unfraksiyone heparinc göre çok daha az etkili 
oldukları belirtilmiştir4·5 . Bazı araştırıcılar, LMWH fraksiyonlarının agregasyonu 
arttırıcı etkisi olmadığını6, bazıları ise agregasyonu azaltıcı etkisi olduğunu bildir
mişlerdir 12·18. 

Bizim deneylerimizde, CY 216 ve CY 222 kodlu LMWH'in ADP ve kolla
gen ile oluşturulan agregasyonu azalttığı gözlendi. Sonuçlarımız LMWH frak
siyonlarının, zayıf bir etki de olsa, agregasyön oluşturucu etkisi olduğunu ileri 
süren literatürlerle45 uygunluk göstermemektedir. Buna karşın, agregasyonu in
hibe ettiğini ileri süren literatürlerle paraleldir7·12·18. 

Deneyler sonucunda gözlenen liqueminin agregasyonu arttırıcı yönde et
kili olması, LMWH fraksiyonlarının ise azaltıcı yönde etkili olması durumunun 
nedeni tam olarak aydınlığa kavuşmamıştır. Fakat bazı çalışmalar bu farklı etki
lerin, trombosit prostaglandinlerinin sentezini heparin ve fraksiyonlarının farklı 
şekilde etkilernesi sonucu olduğunu ortaya koymuşlardır6·7·18. Ayrıca farklı mo
leküler ağırlıktaki fraksiyonlar .AT III için düşük ya da yüksek affiniteye sahip
tir7·16. Bu durumun agregasyonla ilişkili olup olmadığı konusu bazı araştırıcılar 
tarafından incelenmiş olmasına rağmen kesin bir sonuca varılamamıştır4·7 . 

Bu in vitro çalışmaların ışığında liquemin, trombosit agregasyonuna bağlı 
olarak trombozun gelişmesinde risk faktörü olabilir. Diğer yandan LMWH ise 
risk faktörü değildir. 
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