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OZET

Amag: Kanama hikayesi olan ve standart laboratuvar analizleri ile tan1 konulamayan hastalar
i¢in trombosit fonksiyon testleri (TFT) onerilmektedir. Bu teknik raporda, trombosit fonksi-
yonlarini degerlendirmede ve anti-platelet tedavi takibinde kullanilan ex vivo yontemler ince-
lenmistir.

Metod: Isik transmisyon agregometri, trombosit fonksiyonlarini degerlendirmede altin standart
kabul edilmektedir. Bu yontemde, trombosit agonistleri kullanilarak in vitro ortamda trombosit-
lerin aktivasyon ve agregasyonu Olgiiliir. Yaygin olarak kullanilan agonistler adenozin difosfat
(ADP), arasidonik asit, kollajen, epinefrin, trombin ve ristosetindir. impedans agregometri yon-
temi ile galisan Multiplate (Roche) analizoriinde ise agonist varliginda aktive olan trombositler,
trombojenik ikiz metal sensorler tizerinde agrege olur ve impedans artist dlgiiliir. Paralel olarak
ayni anda 5 farkli kanalda aspirin, ADP, trombin-reseptor aktive edici peptid (TRAP), kollajen
ve ristosetin testlerinin ¢aligilabilmesi miimkiindiir. PFA-200 (Siemens) analizorii, primer he-
mostazi in vitro sartlarda simiile eden bir sistemdir, yaygin olarak kanama zamani testi yerine
kullanilmaktadir, ayrica platelet fonksiyon bozuklarinin tanisinda ve anti-platelet tedavinin ta-
kibinde kullanilabilir. Verifynow sistemi (Accumetrics), aspirin, ADP reseptor antagonistleri
ve fibrinojen antagonistleri gibi anti-platelet ilaglara bagli goriilen platelet disfonksiyonlarini
degerlendirmede kullanilan otomatize bir hastabagsi sistemidir. Bu sistemde, fibrinojen kaph
plastik bilyalarmn iizerine plateletlerin agrege olmasi sonucunda izlenen transmittans degisimi
Oleilir.

Bulgular: Trombosit fonksiyonlarini degerlendirmeye yonelik bu sistemlerin laboratuvarlarda
ve hasta baginda kullanimi giderek yayginlasmaktadir.

Sonug: Klinik laboratuvarlar logistik durumlarina uygun, ihtiyaglarina yonelik, testin aciliyeti-
ni ve maliyetini g6z oniine alarak kendileri i¢in en uygun metodu segmelidirler.

Anahtar Kelimeler: Trombosit fonsiyon testleri, anti-platelet tedavi

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar catigmasi yoktur.

ABSTRACT

Objective: Platelet function tests are recommended for patients when bleeding symptoms are
not fully explained by standard laboratory investigations. In this report, we discussed ex vivo
methods to evaluate platelet functions and and anti-platelet therapy.

Methods: Light transmission aggregometry is the gold standart for evaluating platelet func-
tions. In this method, in vitro platelet activation and aggregation is evaluated by using platelet
agonists. The most fequently used agonists are adenosine diphosphate (ADP), arachidonic acid,
kollagen, epinephrin, trombin and ristocetin. Multiplate analyzer (Roche) is based on impedans
aggregometry in which activated platelets aggregate on trombogenic twin metal sensors and the
increase in impedance is measured. Five different tests can be run at the same time in parallel
such as aspirin, ADP, thrombin receptor-activating peptide (TRAP), collagen and ristocetin
tests. Platelet function analyser (PFA-200) (Siemens) simulates primary hemostasis in vitro and
widely used for in vitro bleeding time. Additionally, it can be used to detect inherited, acquired
and drug-induced platelet dysfunction. Verifynow (Accumetrics) is an automated point of care
system for the evaluation of platelet disfunctions due to anti-platelet therapy such as aspirin,
ADP receptor antagonists and fibrinogen antagonists. The system measures the changes in light
transmittance caused by platelets aggregating on fibrinogen coated plastic balls.

Results: These systems for the assesment of platelet functions are becoming increasingly com-
mon either in laboratories or as point of care systems.

Conclusion: The laboratories should select the best method for their purpose according to their
localisation, requirement, the urgency and cost of the test.
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Giris
Trombosit fonksiyon testleri

Trombosit fonksiyonlarini 6l¢mek icin kullanilabilecek
sistemler, bu teknik raporda fonksiyonlart yoniinden de-
gerlendirilmis, avantajlar1 ve dezavantajlar1 karsilagtiril-
mistir.

“Chrono-Log” agregometre sistemi

Trombosit fonksiyon testlerinin altin standardi, “Isik
Transmisyon Agregometri” (Light Transmittance Agg-
regometry, LTA) yontemidir. Chrono-Log (Diagnostica
Stago, USA), 151k transmisyon agregometri prensibini
kullanan optik bir agregometredir, cesitli agonistler ile
uyarilan trombosit agregasyonunun takip edilmesini sag-
lar [1]. Ornek olarak trombositten zengin plazma (1000g,
7 dk santrifiij, trombosit sayist>100.000), kor olarak has-
tanin kendisine ait trombositten fakir plazma (2500g, 7
dk santrifiij, trombosit sayisi<10.000) kullanilir. ADP
(Adenozin difosfat), epinefrin (Epi), kollajen (Kol), trom-
boksan A2 (TxA2), trombin-reseptdr aktive edici peptid
(TRAP), ristosetin, arasidonik asit (AA), trombositlerin
in vitro ortamda aktive olmasini saglayan agonistlerdir.
ADP ve epinefrin zayif, kollajen, TxA2, ristosetin, AA ise
kuvvetli agonistlerdir. Plateletlerin bu agonistlere 6zgii
reseptorleri vardir, agonistlerin 6zelligine bagl olarak
trombosit agregasyonunun siddeti degismektedir. Bu ago-
nistlerin rol oynadig1 yolaklarda veya reseptorlerde de-
fekt varsa, trombosit adhezyonu ve agregasyonu bozulur.
Plateletten zengin plazma igine agonistlerin eklenmesini
takiben trombositlerin agrege olmasina bagli olarak tiirbi-
ditede azalma ve 151k transmittansinda artig izlenir. PRP,
kore kars1 okunur ve platelet agregasyonu 5-10 dk izlenir,
bu siire i¢inde transmittans kaydedilerek ADP, epinefrin,
kollajene karst olusan primer ve sekonder agregasyon
dalgalar1 degerlendirilir (Sekil 1). ADP, dens graniillerde
bulunan orta dereceli etkinligi olan bir agonisttir ve ADP
aracilt agregasyondan 2 tip piirinerjik (P2) reseptor so-
rumludur: P2Y'1; trombositlerdeki sekil degisikliginden,
primer agregasyon dalgasinin olusumundan ve agregas-
yonun stabilizasyonundan sorumlu olan major ADP re-
septoridiir. P2Y 12 ise anti-platelet bir ilag olan klopidog-
relin (Plavix) hedefi olan ADP reseptdriidiir. ADP, 2-5 uM

konsantrasyonda uygulandiginda agregasyon grafiginde
iki fazli cevap izlenir. Sekonder agregasyon dalgasinin
olusumu igin, TxA2 sentezi gereklidir ve aspirin gibi
siklooksijenaz inhibitdrlerinden etkilenir. ADP ile indiik-
lenen agregasyon cevabi; depo havuzu hastaliklarinda,
salmim defektlerinde azalmistir, Glanzman trombasteni-
de kaybolmustur. Epinefrin, 5 pM iizerindeki konsant-
rasyonlarda, agregasyon grafiginde iki fazli cevap olus-
turur. Epinefrin ile indiiklenen agregasyon cevabi; depo
havuzu hastaliklarinda, salinim defektlerinde azalmustir,
Glanzman trombastenide kaybolmustur. Potent bir ago-
nist olan kollajen plazmaya eklendikten sonra, kollajenin
polimerize olmasi nedeniyle bir lag faz izlenir, takiben tek
bir agregasyon dalgasi izlenir. Trombosit membraninda
kollajene ait 2 reseptér mevcuttur, adhezyondan sorum-
lu olan GPIa/Ila ve TxA1 olusumundan sorumlu GPVI.
Diisiik konsantrasyondaki kollajenin (1-2 pg/ml) uyardigi
agregasyon cevabi aspirin ile inhibe olurlen, yiiksek kon-
santrasyondaki kollajenin (5 pg/ml) uyardigi agregasyon
aspirinle inhibe olmaz. Plateletlerin en giiclii fizyolojik
agonisti olan trombin, platelet membraninda PAR1 ve
PAR4 reseptorlerini aktive eder. Trombin ile indiiklenen
agregasyon paterni, kollajendeki gibi tek aggregasyon
dalgasi seklindedir ama lag faz1 igermez. Ristosetin (0,5-
1,25 mg/ml) ile uyariy1 takiben, von Willebrand hastalig
(vWH), BSS ve Glanzman trombastenide agregasyon pa-
terni bozulmustur. Ayrica aspirin kullanimi da ristosetine
agregasyon yanitini bozar [1-3]. ADP, epinefrin, kollajen
ve ristosetin agonistleri ile elde edilen agregasyon grafik-
leri Sekil 2’de verilmistir.

Bu yontem; 6rnek galisma siiresinin sinirlt olmast, tekrar-
lanabilirlik oraninda farklilik, biiyiik 6rnek hacimlerine
gereksinim duyulmasi, yontemin olusan mikro-agregat-
lara hassas olmayisi, uzun islem siireci, agregometrenin
pahali olmasi1 ve uzman bir kisiye ihtiya¢ duyulmasi gibi
bazi1 dezavantajlara sahiptir.

“Multiplate” sistemi

Isik transmisyon agregometriye gore kullanimi daha ko-
lay olan Multiplate (Roche Diagnostics, Switzerland),
kompakt bir sistem olup impedans agregometri yonte-
mi ile 6l¢glim yapar. Bu yontemde; bir agonistle (TRAP,
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Sekil 1. Isik transmisyon agregometrisi (Chrono-Log) ve ADP, epinefrin, kollajen, ristosetin agregasyon grafikleri.
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Aggregation
AU)

Sekil 2. “Multiplate” analizorii ve galigma prensibi.

ADP, arasidonik asit, kollajen, ristosetin) uyarilarak ak-
tive edilen trombositler, test kiiveti igindeki elektrodlarin
ylizeyine tutunup agrege olarak elektriksel direng artigina
neden olurlar. impedans artis1 kaydedilerek egri altinda
kalan alan (AUC) hesaplanir ve kantitatif bir deger rapor
edilir (Sekil 2).

Her test kiiveti i¢inde iki adet ikiz trombojenik sensor
meveuttur (multiple electrode aggregometry=MEA),
bunlar ayn1 zamanda kontrol gorevini goriir, iki sinyal
arasindaki fark yiiksek ise (ortalama egri>%?20, korelas-
yon katsayisi 1<0.98), sistem uyar1 verir ve test tekrar edi-
lir. Diizenli araliklarla sivi kontrol materyallerinin uygu-
lanmasi da 6nerilmektedir.

Bes kanall1 bir sistem oldugu i¢in ayni anda 5 6rnek sis-
teme yliklenebilir ve saatte 30 drnek calisilabilir. Her bir
test i¢in 300 pl tam kan &rnegi gereklidir. Kan 6rnekleri-
nin 1/100 oraninda hirudin iceren beyaz kapakl tiiplere
alinmasi tercih edilir. Alternatif olarak Lityum heparinli
veya Na sitratli (%3.2) tiipler de kullanilabilir. Ornekler
oda 1sisinda muhafaza edilmeli, buzdolab1 veya derin
dondurucuya konulmamali, 30 dakikada veya en geg¢ 3
saat icinde calisilmalidir. Tam kan 6rnegi, i¢inde karisti-
ric1 olan tek kullanimlik kiivetlere dnceden 1sitilmis salin
ile birlikte pipetlenir, 3 dk 37°C’de inkiibe edilir ve 6 dk
stiresince agregasyon takibi yapilir [4,5].

Test panelinde TRAPtest, ADPtest, ASPItest, COLtest,
RISTOtest, yiiksek sensitif ADP yer almaktadir. TRAP,
potent bir platelet aktivatoriidiir ve trombin reseptorii
olan PAR-1 araciligiyla platelet aggregayonunu stimiile
eder. TRAP ile uyarilan agregasyon, trombin reseptor an-
tagonistleri ve GplIb/Illa reseptor antagonistleri varligin-
da veya Glanzman’s trombastenide (GplIb/Illa eksikligi)
azalir, aspirin veya ADP reseptor antagonistlerinden etki-
lenmez. TRAP testi i¢in Onerilen referans araligi 84-128
AUC’dir. ADP testinde, ADP reaktifi ile platelet memb-
ran1 tizerindeki ADP reseptorii araciligi ile trombosit ag-
regasyonu baglatilir. P2Y'12 reseptorii, en dnemli ADP
reseptoriidiir ve tiyenopiridin grubu ilaglar (Klopidogrel)
tarafindan inhibe edilir. ADP ile uyarilan trombosit aggre-
gasyonu, Glanzman’s trombastenide ve tiyenopiridin gru-
bu ila¢ kullananlarda azalir, siklooksijenaz inhibitorlerin-
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den ise etkilenmez. ADP testi i¢in 6nerilen referans araligi
57-113 AUC dir. Iskemik vaka ve major kanama riskleri
i¢in farkli “cut-off” degerleri vardir, ilag tedavisi altindaki
kisilerde sonug¢ >46 AUC ise, yiiksek trombotik risk mev-
cuttur. Mindr cerrahi girisimlerde 19 AUC, major cerrahi
girisimlerde 31 AUC altindaki degerlerde kanama riski
yiiksektir. ASPI testinde arasidonik asit ile tetiklenen ag-
regasyon takip edilmektedir. Aspirin, hiicre membraninda
bulunan arasidonik asitin COX-1 araciligiyla TxA2’ye
cevrilmesini geri doniisiimsiiz inhibe eder. Bu nedenle
aspirin kullaniminda ve Glanzman’s trombastenide arasi-
donik asit ile uyarilan agregasyon azalir veya kaybolur.
ASPI testi i¢in Onerilen referans araligi 75-115 AUC’dir.
Tedavi altindaki hastada test sonucu 40 AUC’den diisiik
ise aspirinle COX-1 inhibisyonu oldugu, 30 AUC’den
diisiik ise COX-1 inhibisyonunun gii¢lii oldugu kabul
edilir. COL testinde kollajen ile tetiklenen trombosit agre-
gasyonu takip edilir. Dolagimdaki trombositler, membran
reseptorleri araciligiyla damar yaralanmasi sonucu agiga
c¢ikan kollajene baglanir. COL test reaktifi, tip I kollajen
icermektedir. Kollajenin reseptorlerine baglanmasindan
sonra, aragidonik asit salgilanir ve COX 1 enzimi aracilig1
ile TxA2’ye doniistiiriiliir. Aspirin veya GPIIb/Illa anta-
gonistleri kullanimi ve Glanzman’s trombastenide kolla-
jen ile uyarilan agregasyon azalir veya kaybolur. COL test
icin referans araligr 72-125 AUC’dir. RISTO test ile ris-
tosetinin tetikledigi trombosit aggregasyonu takip edilir.
Ristosetin, trombositopeni ve trombosit agliitinasyonuna

Sekil 3. “PFA-200" analizorii ve ¢alisma prensibi.
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Isik Kaynagi

Kargim Boltimii

Sekil 4. “VerifyNow” analizorii ve ¢aligma prensibi.

neden oldugu bilinen bir antibiyotiktir. RISTO test reakti-
fi, iki farkli konsantrasyonda (yiiksek ve diisiik) ristosetin
igerir. Trombositler, ristosetin varliginda glikoprotein Ib
(GPIb) reseptorleri araciligiyla von Willebrand Faktoriine
baglanir, bdylece trombosit aktivasyonu ve agregasyonu
tetiklenir. Ristosetin varliginda agregasyonda azalma ol-
mas1; vonWillebrand Faktor eksikligini ya da Bernard-
Soulier sendromunu diisiindiiriir. RISTO test igin referans
araliklar1 RISTO (yiiksek) i¢in 98-180 AUC, RISTO (dii-
stik) i¢in 0-20 AUC’dir [6-8].

“PFA-200®" sistemi

Platelet Function Analyser PFA-200 (Siemens Diagnostics,
Germany), primer hemostaz1 in vitro sartlarda simiile eden
bir sistem olup kanama zaman testine alternatif bir yon-
temdir. Platelet fonksiyon bozukluklarin1 ve vonWilleb-
rand hastaligini saptayabilecek optimal bir tarama testidir.
Hemostaz bozukluklarm ayirici tanisinda veya anti-platelet
tedavinin monitorizasyonda kullanilmaktadir [9,10]. Ana-
liz i¢in tek kullanimlik kartujlar mevcuttur, her test i¢in
800 ul kan &rnegi yeterlidir, 4-8 dakikada sonug vermek-
tedir. Kan 6rnekleri, %3.8lik (0,129mol/L) veya %3.2’lik
(0,105mol/L) trisodyum sitrath tiiplere alinabilir, oda 1s1-
sinda bekletilebilir, en ge¢ 4 saat iginde ¢aligilmasi uygun-
dur. Sistem i¢ine yerlestirilmis Kollajen/Epinefrin (CEPI),
Kollajen/ADP (CADP) veya P2Y ile kapli bir membran
mevcuttur. Sitratl tiipe alinmis olan kan 6rnegi, negatif ba-

sicla kapiller sisteme dogru aspire edilir ve membran tize-
rindeki mikroskobik agikliktan (147 um) gegirilir. Platelet
aktivatorlerinin varliginda delik tizerinde platelet adezyonu
ve agregasyonu gerceklesir, membrandaki bu ag¢iklik iize-
rinde bir trombosit tikact olusur. Testin baglangicindan,
trombosit tikacinin agikligi kapatmasina kadar gecgen siire
“Kapanma Siiresi” (Closure Time: CT) olarak kaydedilir.
Kapanma siiresi, analiz edilen tam kan 6rnegindeki trom-
bosit fonksiyonunun bir gostergesidir ve saniye (sn) olarak
rapor edilir (Kollajen/Epi igin 85-157 sn, Kollajen/ADP
icin 65-125 sn). In vitro test kosullari altinda trombosit ad-
hezyonu ve/veya agregasyonu bozulursa, agikligin kapan-
masi yavaslar, uzun “CT” degeri saptanir. Anti-platelet ilag
kullananlarda elde edilen kisa CT degeri riskli hastalarda
artmig tromboz riskini, uzamis CT degerleri ise uygulanan
tedavinin yetersizligini gosterir (Sekil 3).

PFA-200 test sonuclar; diisiik platelet sayisi, VonWilleb-
rand faktor eksikligi, diigiik hematokrit diizeyi, ilag kulla-
nimu, platelet reseptor defektleri ve salinim defektlerinden
etkilenmektedir. Bu nedenle test 6ncesi hastada trombosi-
topeni veya anemi olup olmadigina bakilmalidir. Bu test
hemofili A, hemofili B, fibrinojen, faktor V, VII, XI, XII
eksikliklerinden ve heparinden etkilenmez [11,12].

“VerifyNow” sistemi

VerifyNow® (Accumetrics, Inc, San Diego, USA) tiir-

Tablo 1. Trombosit fonksiyonlariin degerlendirilmesinde kullanilan sistemler

Cihaz Yéntem Ornek tipi Tap tard Ornek miktari  Analizsiiresi  Avantaj Dezavantaj
Cronolog Turbidimetri  Platelet zengin  Na Sitrath 500 pl 15dk Altin standart Zaman alici,
plasma (PRP) tip fazla miktarda
ornek ve tecriibeli
eleman ihtiyaci
Multiplate  impedans Tam kan Hirudinli 300 pl 10dk Tam kandan Ozel tiip
agregometri tlp calisma kolayhigi gerektirmesi
PFA-200 In vitro Tam kan Na Sitratli 800 pl 4-8dk Kullanimi kolay, hizli VWF ve Hct
hemostaz tlp diizeyinden
etkilenmesi
Verify Now  Tirbidimetri ~ Tam kan Na Sitratli 2ml 3dk Primer tiipten calisma, ~ Onerilen farkli
tlp kullanimi kolay, hizli cut-off degerleri
Turk J Biochem 2014; 39(4):549-553 552 Dikmen ve Akbiyik



bidimetrik bir l¢iim sistemi olup fibrinojen kapl kiire-
cikler ve trombosit aktivatorlerini igeren kartujlar kulla-
nilmaktadir. Reaksiyon ortaminda agonistle indiiklenen
plateletlerin aggregasyonuna bagli 151k transmittansindaki
artist 6lgmektedir. Ozellikle hasta basinda kullanilabile-
cek hizli ve basit bir sistemdir. Bu sitemde sodyum sitratli
tiipe alinmis tam kan 6rnegi kullanilmaktadir. Direkt ka-
pali tiipten otomatik drnekleme yaptigi i¢in analiz dncesi
numune hazirligr gerektirmemekte ve sonuglar 3 dakika
i¢inde elde edilmektedir (Sekil 4).

VerifyNow sisteminde aspirine, P2Y12 veya Gpllb/Illa
inhibitorlerine kars1 trombositlerde olusan cevabin izlen-
mesi i¢in TRAP, ADP ve AA gibi agonistler kullanilmak-
tadir. Anti-platelet tedavinin (aspirin, klopidogrel, Gp I1Ib/
[ITa inhibitorleri) monitorizasyonunda, perkiitan koroner
girisim (PCI) uygulamasi yapilacak hastalarin degerlen-
dirilmesinde tercih edilmektedir.

Aspirin testi i¢cin agonist olarak arasidonik asit kullanilir
ve sonuglar, “ARU” (Aspirin Reaction Units) olarak ra-
porlanir. Sonug<550 ARU ise aspirine bagl platelet fonk-
siyonlarinin azaldig1, >550 ARU ise aspirine bagli olarak
platelet fonksiyonlarinda azalma olmadigi, yani ilaca ya-
nit alinamadig1 anlasiimaktadir.

P2Y12 testinde agonist olarak ADP, Prostoglandin E1
(PGE1), iso-TRAP (Thrombin Receptor Activating
Peptide) kullanilir. Test sonucu P2Y12 Reaction Units
(PRU), % inhibisyon ve “BASE PRU” olarak verilir.
PRU testinin yorumlanmasi i¢in 95 ve 208 “cut-off”
degerleri belirlenmistir. PRU <95 ve % P2Y12 inhibis-
yonu yiiksek ise yiiksek kanama riski oldugunu gosterir.
PRU>208 ve % P2Y12 inhibisyonu diisiikk ise tromboz
ve iskemi gelisme riskinin yiiksek olduguna isaret eder.
Avantaj1 6rnegin merkez laboratuvarina transportuna ge-
rek kalmadan, tecriibeli personele ihtiyag duymadan, ge-
cikme olmadan hasta baginda test yapilabilmesi ve sonug
almabilmesidir [13,14].

Sonug¢

TFT, CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
American College of Cardiology Foundation, American
Heart Association, Society for Cardiovascular Angiog-
raphy tarafindan yayinlanan kilavuzlarda yer almaktadir
[15]. Trombosit fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde
kullanilan sistemler, avantajlari ve dezavantajlar ile bir-
likte Tablo 1°de karsilastirilmistir. Ancak mevcut yontem-
lerin gesitliligi nedeniyle ideal metot ve optimal “cut-off”
degerleri tizerinde kesin bir fikir birligine varilamamustir.
Trombosit fonksiyon testleri i¢in ideal olan her labora-
tuvarin kendi referans araliklarini belirlemesidir. Bunun
i¢in yapilacak ¢alismada normal dondrlerin test dncesi 14
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giin boyunca asetil salisilik asit veya klopidogrel almamis
olmalar1 gereklidir.
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