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OZET

SIYANOTIK KALP HASTALIKLI COCUKLARDA TROMBIN TARAFINDAN
AKTIVE EDILEBILEN FiBRINOL 1z INHIBIiTORU (TAFI) DUZEYI

Giris:  Trombin tarafindan aktive edilebilen fibrinoliz inhibitort  (TAFI)
karboksipeptidaz benzeri bir proenzimdir. Aktive TAFI, fibrin ylizeyinden lizin artiklarim
ortadan kaldirarak doku plazminojen aktivatorine bagimli fibrinolizi inhibe eder. Konjenital
kalp hastalikli cocuklarda, 6zellikle siyanotik kalp hastalig1 olanlarda tromboz veya kanamaya
egilim seklinde cesitli koagulasyon bozukluklari gorilmektedir. Daha Onceki calismalarda
bunlarin nedenine yonelik cok sayida arastirma yapilmis ve farkli mekanizmalarin rol
oynadig: bildirilmistir.

Amagc: TAFI'nin fibrinolizi durdurmadaki roli nedeniyle siyanotik kalp hastalikli
cocuklarda hemostaza olan etkisinin arastirilmasidir.

Hastalar ve Yontem: Calismaya Subat 2005 - Haziran 2006 arasinda Dr. Behget Uz
Cocuk Hastanesi Kardiyoloji Bolimii ve Dokuz Eylil Universitesi Pediyatrik Kardiyoloji
Bilim Dalina bagvuran 58 siyanotik kalp hastalikli cocuk (ortanca yas 2 yil, ortalama yas
3,1+3,41, 0-16 yas) ve Dokuz Eylil Universitess Cocuk Saghgi ve Hastaliklar:
polikliniklerine basvuran 51 saglikli cocuk (ortanca yas 2 yil, ortalama yas 2,39+2,24, 0-12
yas) alindh. Olgularin timiinde TAFI antijen diizeyi ELISA ile 6lculdu.

Sonug: Yas ve cins agisindan iki grup arasinda anlamli fark yoktu. Siyanotik kalp
hastalikli grupta kontrol grubuna gore hemoglobin, hematokrit ve eritrosit sayisi anlamli
olarak yiksek bulundu. TAFI antijen diizeyi siyanotik kalp hastalikli gocuklarda 6.54+1.24
mg/mL, kontrol grubunda ise 6,03+1,54 ng/mL idi. iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmach (p=0,06). Siyanotik kalp hastalikli gruptaki olgularin 22'sinde
(%37,9) eritrositoz vardi (hematokrit >%45). Siyanotik kalp hastalikli grubu eritrositozun
olup olmamasina gore iki gruba ayirdigimizda TAFI antijen diizeyi eritrositozu olan grupta
olmayan gruba gore anlamli olarak dusik bulundu, sirasiyla 6,03+1,31ng/mL (3,69-7,82) ve
6,86+1,09 mg/mL (5,04-9,48) (p=0,031).

Tartisma: Bu calismada, fibrinolitik sistemin yetersiz inhibisyonunun kanamaya
egilime olan katkist TAFI antijen duizeyi 6lcuimi ile arastirildi. Ancak sadece polistemisi olan
olgularda TAFI antijen dizeyi dusuk saptandi. Siyanotik konjenital kalp hastalikli olgularin

polistemik olanlarimin 6zellikle cerrahi girisimler sirasinda ve sonrasinda daha ¢ok kanadigi

VI



bilinmektedir. Bu nedenle TAFI dizeyindeki dusuklUgiin bu hastalarda klinik olarak
gozlenebilen kanamaya egilimin bir nedeni olabilecegi dustnaldu.

Anahtar Kelimeler: Konjenital siyanotik kalp hastaligi, trombin tarafindan aktive
edilebilen fibrinoliz inhibitord, fibrinoliz, polistemi.
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SUMMARY

THROMBIN ACTIVATABLE FIBRINOLYSISINHIBITOR (TAFI) IN PEDIATRIC
CYANOTIC HEART DISEASE

Introduction: Thrombin activable fibrinolysis inhibitor (TAFI) is a proenzyme that
is similar to the thrombin activable carboxypeptidase. The activated TAFI inhibits
plasminogen activator dependent fibrinolysis through elimination of the lysine residues from
the fibrin surface. Predisposition to divers coagulation disorders including thrombosis and
bleeding occurs in children with congenital heart diseases, particularly cases with cyanotic
congenital heart diseases. Many investigations have been done about the reasons of this
circumstance, and different mechanisms have been reported that to play arole.

Aim: Considering the role of TAFI in down-regulation of fibrinolysis, we have
investigated whether TAFI contributes to impaired fibrinolysis in patients with cyanotic heart
disease.

Patients and Methods: Between February 2005 and June 2006, fifty-eight patients
with CCHD followed by the Departments of Pediatric Cardiology at Dr. Behget Uz Children
Hospital and Dokuz Eylul University Hospital and 51 healthy children from Dokuz Eylul
University Hospital were included in this study. The median age was 2 years, and the mean
age was 3.1+3.41 (range 0-16 years) in the group of CCHD patients, median age was 2 years,
and mean age was 2.39+2.24 (range 0-12 years) in the control group. TAFl antigen was
determined using an ELISA Kit.

Results: There were no differences in age and sex between CCHD group and control
group. Hemoglobin, hematocrit, red blood cell count was higher in the CCHD group. TAFI
antigen level was found as 6.54+1.24 pg/mL in the CCHD group, and 6.03+1.54 ug/mL in the
control group. A datigtically significant difference was not found between TAFI antigen
levels of two groups (p>0.05). Among the patients with CCHD 22 patients (37.9%) has
erythrocytosis (hematocrit >45%), and when the CCHD group was divided according to the
presence of erythrocytosis, TAFI antigen level was found to be lower than the group without
erythrocytosis, 6.03+1.31 pg/mL (range 3.69-7.82) and 6.86+1.09 ug/mL, (range 5.04-9.48)
respectively (p=0.031).

Discussion: In this study we investigated the relationship of the TAFI antigen level and the
contribution of the insufficient inhibition of the fibrinolytic system to the bleeding tendency.
However we detected low TAFI antigen levels only in polycythemic cases. It is known that
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patients with congenital cyanotic heart diseases and polycytemia have more hemorrhage
especially during and/or after surgical procedure. For this reason we thought that low levels of
the TAFI may be one of the reasons of the tendency to bleeding in such cases.

Key Words: Congenital cyanotic heart disease, thrombin activatable fibrinolysis

inhibitor, fibrinolysis, polycythemia.



1. GIRIS VE AMAC

Konjenital siyanotik kalp hastalikli ve buna ikincil polistemisi olan hastalarda
koagulasyon bozukluklar: stk gordlir. Bu bozukluklar 6zellikle cerrahi girisimler sirasinda ve
sonrasinda yasami tehdit edebilir. Koagulopatilerin kesin mekanizmas: tam acik degildir.
Ancak polisteminin derecesinin koagulopatinin agirligiylailiskili oldugu bilinmektedir (1).

Bu hasta grubunda koagtilopatide primer fibrinolizin rol oynayabilecegi dustnilmis
ve 0Oglobulin lizis zamamnda kisalma ve e-aminokaproik asit (EACA) ile dizeltilebilen
bozukluk saptanmstir (2). Ancak giinimiize kadar fibrinolizin bu hastalardaki koagulopatiye
katkisi ¢ok iyi arastirilmamustir.

TAFI karacigerde sentezlenen bir karboksipeptidaz benzeri bir proenzimdir. Trombin
veya plazmin ile aktive olan TAFI fibrinolizi baskilar. Trombin-trombomodulin kompleksi
TAFI' nin fizyolojik aktivatorudir (3).

Eriskinlerde cok cesitli hastaliklarda TAFI’ deki degisikliklerin arastirilmasina ragmen
cocukluk caginda bu konuda yapilmis arastirmalar sinirlidir.

Bu calismada siyanotik konjenital kalp hastaliginda fibrinolizdeki degisiklikler ve
fibrinoliz inhibitéri olan TAFI antijeninin roltiniin arastirilmas: amagland.



2. GENEL BILGILER

2.1. KONJENITAL SiYANOTIiK KALP HASTALIGINDA GORULEN
KOAGULASYON BOZUKLUKLARI

Konjenital siyanotik kalp hastalikli (KSKH) ve buna sekonder polistemisi olan
hastalar koagllasyon bozukluklar: gelistirme agisindan risk altindadirlar. Bu hastalarda cesitli
koagulasyon bozukluklar1 bildirilmistir (2,4-12). Yenidogan donemi veya daha sonraki
donemlerde kalpteki konjenital lezyonlarin cerrahi olarak tam dizeltilmesi uzun sireli
kardiyopulmoner bypass ve ¢ok sayida ekstrakardiyak suttiriin uygulandigi karmasik tamirler
gerektirir.  Koagulopatiler de hastaarin kanamasina ve perioperatif transflizyon
gereksiniminin artmasina neden olabilir (13). Palyatif veya ilk dizeltici cerrahi girisimden
sonra tekrarlayan cerrahi girisimler gerekebilir. Bazen primer cerrahi eriskin doneminde de
yapilabilir. Kardiyopulmoner bypass'in uygulandigi, kardiyak cerrahiden sonra asiri
kanamanin 6nlenmesi cerrahi sonrasi prognozu iyilestirmek icin gcok énemlidir.

KSKH'’I1 hastalarda gérilen kanama diyatezi 50 yildan fazla bir stredir bilinmektedir
(14,15). Kanama diyatezinin polisteminin yol agtig1 hiperviskozite, trombositopeni, trombosit
fonksiyon bozukluklari, yaygin damar ici pihtilasmas: (YDIP), koagilasyon faktorlerinin
yapiminin azalmasi, karaciger fonksiyon bozuklugu, K vitamini eksikligi, primer fibrinolize
bagli olabilecegi bildirilmektedir (16). Hemostatik bozukluklarin agirligimin polisteminin
derecesi ile iliskili oldugu dustntlmektedir (17).

2.1.1. Polistemi

KSKH’ de gbzlenen eritrosit kitlesi artis1 Fallot tetralojisi, pulmoner atrezi, blydk arter
transpozisyonu ve triklspit atrezisi gibi sagdan sola santin oldugu cesitli konjenital
lezyonlarda sistemik arteryel oksijen sattirasyonundaki olusan dusiklik nedeniyle gelisen iyi
bilinen fizyolojik bir yanittir. Doku oksijenasyonu kardiyak output, eritrositler akcigerlerden
gegerken oksijenin ulasilabilirligi, oksijenin hemoglobin molekullne affinitesi (hemoglobinin
yapisi, pH ve 2.3-difosfogliserat diizeylerinden etkilenir) ve arteryel oksijen basinci gibi
bircok fizyolojik degiskene baglidir, ancak hemoglobin miktar1 kritik 6neme sahiptir.
Eritrositoz yetersiz doku oksijenasyonunu kompanse etmeye yonelik bir uyum yamtidir.
Uygunsuz veya asir eritrositik yamt zararli olabilir, ancak klinisyenler arasinda uygun
eritrositik yanit icin genel olarak kabul edilen bir tanmmlama bulunmamaktadir. Hipoksemi
derecesine gore beklenen hemoglobin degeri iyi bilinmemektedir (18).



Azalmis doku oksijenasyonu (arteryel hipoksemi) bobrekten eritropoetin salinimini
uyarir ve bunun sonucunda eritrosit kitlesinde izole bir artis meydana gelir. Eritrosit kitlesinde
ve hemoglobin konsantrasyonunda yeterli artis oldugunda serum eritropoetin dizeyleri
normale donlyorsa eritrositoz denklestirici olarak degerlendirilir. Ancak bazen artrms bir
yanit gozlenebilir. Bu sekildeki bir yamt doku oksijenasyonunun ancak bir yere kadar
iyilesebildigi, blylk sagdan sola sant nedeniyle bobrekten eritropoetin saliniminin devam
ettigi ve hematokritin daha da yukseldigi durumlarda, kan viskozitesinin giderek artmasi ile
dokuya oksijen salinitminin daha da azalmasiyla ile ortaya ¢ikar (19). Dengeye ulasilamadigi
icin, eritropoetin sekresyonundaki ve eritrosit kitlesindeki artis olasi zararli etkilerine ragmen
devam edebilir (20). Bu durum dekompanse eritrositoz olarak tanimlamr. Aortik oksijen
satlrasyonunun <%75 olmasi siklikla eritropoetin yuksekligi ile iliskilidir. Bu kritik
satirasyon dizeyinin atinda bircok hastanin yeterli eritrositik yaniti  olusturamachg:
distnulmektedir (21,22).

Normal bikonkav eritrosit esnektir, membramn belirgin sekil degistirebilme yetenegi
(deformability) vardir. Demir eksikligi eritrositlerin bikonkav disklerden mikrosferositlere
donismesine neden olur, ki bunlar goreceli olarak sekil degistirebilme o6zelliklerini
kaybetmistir. Mikrodolasimda kapiller ¢cap eritrosit capindan (8 um) daha kuciktdr, bu durum
kapillerler diizeyinde viskozitenin daha buytik damarlardakinden daha dusiik olmasina neden
olur (23). Eritrositlerin fizyolojik sekil degistirebilme yetenegi kan akimimin dizenli
olabilmesi igin sarttir. Mikrositik hipokromik demir eksikligi eritrositlerinde ortalama eritrosit
hemoglobin konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak oksijen tasima kapasitesi daha
dusuktiar ve deformabiliteleri de azdir. Eritrositler sekil degistirme 6zelligini kaybetmisse
hematokriti %70 olan bir tam kanin viskozitesinin sekil degistirebilen eritrositlere gore 10 ila
100 kat daha yuksek oldugu tahmin edilmektedir (24).

Demir eksikligi anemisi KSKH’ l1 gocuklarda siktir. Basagrisi, halsizlik, bas donmesi,
gorme bozukluklari, parestezi, irritabilite, miyalji, mental islevde azalma ve anoreksi gibi
hiperviskozite belirtileri demir eksikligi olanlarda daha disuk hematokrit diizeyinde ortaya
cikar (25). Artmig viskozite nedeniyle demir eksikligi ve polistemi doku perfiizyonunu ciddi
olarak etkileyebilir. Siyanotik cocuklarda demir eksikligi genellikle diyetteki demirin
eksikligine, eriskinlerde ise sik flebotomi, tekrarlayan hemoptizi, epistaksis ve kadinlarda
menoraji gibi nedenlere baglidir.

Y asla birlikte hemoglobin konsantrasyonundaki artisin kronik hipoksemi varligindan
etkilenmedigi gosterilmistir. KSKH’ 11 olgularda yas hemoglobin konsantrasyonunu dogrudan



etkiler (18). Hastamn yas: arttikga, kan viskozitesi artar, bu da sistemik oksijen transportunun
daha da azalmasina neden olur.

2.1.2. Trombositopeni

Trombosit sayisi ve hematokrit dizeyleri ters orantili gérinmektedir. Polistemi ile
iliskili olarak trombosit sayilarinda hafif (100.000-150.000/mm?), bazen de 50.000/ mm?® gibi
agr azalma bildirilmistir (4-8,19). Onyedi siyanotik kalp hastalikli gocuk ile yapilan bir
calismada 13'iinde trombositopeni (150.000/mm®iin altinda trombosit sayisi) saptandigi
bildirilmistir. Ancak bu calismada trombosit sayisi ve kanama zamam arasinda iliski
saptanmamistir ve bu nedenle hastalarda trombosit fonksiyon bozuklugunun olabilecegi
dustnulmustdr (22). KSKH’ 1 gocuklarda trombosit fonksiyon bozuklugunun goéraldigi ve
konjenital kalp defekti icin yapilan dizeltici cerrahiden sonra dizeldigi bazi ¢alismalarda
bildirilmistir (26-28). Bu calismalarda trombosit salimm bozuklugunun (anormal epinefrin
konsantrasyonu, adenozin 5 difosfat veya azalmis kollajen agregasyonu) ve dusik
protrombin diizeylerinin temel hemostatik defektler oldugu ve polisteminin agirlig: ile iliskili
oldugu gosterilmistir (29).

2.1.3. Yaygin Damar Ici Pihtilasmas

KSKH’'ndaki polistemi artrmis eritrosit kitlesi ve dolasimdaki tam kan hacminin
normal olmasi ile karakterizedir. Artmus eritrosit Kitlesi viskoziteyi yukseltir, bu da kan
akimim ve doku perfiizyonunu etkiler (30). Olusan vaskiler staz bu hastalarda fibrin ve
trombosit trombuslerinin damar i¢inde yaygin depozisyonuna egilim yaratir. Bu durumda da
trombositler ve fibrin olusumunda yer alan koagulasyon faktérleri (fibrinojen, faktor V ve
VI1I) dolasimdan tiketilip ve hemostatik zayiflik ortaya ¢ikabilir. Bu olaya yaygin damar ici
pihtilasmasi (Y DIP) denir. Dolasan kan hipokoagtiabl hale gelir ve hastada kanama riski artar.
Eritrositozu olan KSKH’l1 olgularda belirgin trombositopeni, fibrinojen ve protrombin
duzeyinde azalma Hartmann tarafindan bildirilmistir (15). Sonraki calismalarda KSKH’I1
olgularda trombositopeni ve duisik faktor dizeyleri ile YDIP oldugu distnilmistir
(11,12,31). Bu bildirilerdeki anormallikler agir Y DIP den cok hafif dereceli veya lokalize bir
YDIiP'yi distuindirmektedir. Pulmoner mikrodolasimin lokalize Y DiP’ min baslica alam oldugu
distuntlmektedir. Bazi calismalarda heparin uygulanmasindan sonra faktor dizeylerinde
gorilen artis bu olgulardaki damar ici tuketimi desteklemektedir (11,12).

KSKH'I1 olgulardaki kanamalar koagulasyon faktorlerinin tuketimi ile agiklanabilir.
Trombozun sk gorilmesi eritrositlerin stazi ve artmis intravaskiler koagilasyonun
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etkilesimine baglidir. Sonucta ortaya ¢ikan YDIP bu hastalarda tromboz ve kanamanin sik
gorulmesini agiklar.

Bazi calismalar bu hasta grubunda Y DIP varligim kanitlayamamustir (32,33).

Polistemi plazma miktarini azaltir, bu nedenle tlpteki antikoagilan uygun miktara
indirilmelidir (17). Kan drnekleri normal olarak 1 kisim antikoagulan, 9 kisim tam kan olacak
sekilde alimir. Koagulasyon testleri igin 0,25 mL 3,8'lik trisodyum sitrata eklenmesi gereken
kan hacmi su formulle hesaplanabilir: mL olarak hacim= 2,25 x (100-normal hematokrit/100-
hastanin hematokriti) (11).

2.1.4. Primer Fibrinoliz

KSKH'l1  olgularda koagulasyon anormalliklerinin  primer  fibrinoliz  ile
aciklanabilecegi dustntlmustir. Brodsky ve ark. 1969'da 6 hastada kisa oglobulin lizis
zamanmna dayanarak bir antifibrinolitik olarak e-aminokaproik asit verilerek duzeltilebilen
primer fibrinoliz gostermislerdir (2). Bir baska calismada da KSKH'deki primer fibrinolizin
EACA ile tedavisinin 6nemi gosterilmistir (34).

2.1.5. Koagulasyon Faktérlerini Yapim Bozuklugu

Koagulasyon faktorlerinin cogu karacigerde yapilmaktadir. Birgok faktor (11, VII, 1X,
X) karacigerde sentez edilir, dnce inaktif formlarda bulunur, aktif forma dontsmek icin K
vitaminine gereksinim duyar (35). K vitamini intestinal flora tarafindan yeterli miktarda
uretilir ve normal safra salimimi varsa emilir. Azalmis yapim veya emilime bagli K vitamini
eksikligi faktor 11, VII, IX ve X aktivitesinin bozulmasina neden olabilir. Karaciger
fonksiyonu bozuldugunda karacigerde yapilan tim koagilasyon faktorlerinin aktivitesi
zayiflar ve olusan koagulasyon defekti buyik ihtimalle K vitamini tedavisine yanit vermez.
Karaciger fonksiyonlarimin normal oldugu durumda faktér V, VIII ve XIII aktiviteleri
normaldir ve K vitamini tedavisi kan koagllasyonunu dizeltebilir. Onbes cocugun
degerlendirildigi bir calismada cogu olguda koagilasyon faktorlerinin aktivitesinin
intramiskiler K vitamini ile arttigi, ama oral K vitamini ile artmadigi gosterilmistir, bu da
ince barsaklardan emilimin bozukluguna isaret etmistir (9). Bu calismada bazi olgularda
intramuskuler K vitamininin de etkisinin olmamasi bu hastalarda karaciger fonksiyonlarinin
bozuklugunun da koagilopatiye neden oldugunu disindirmUstdr.

Cssitli konjenital hematolojik hastaliklar da KSKH ile birlikte olabilir. Bu anomaliler
bu hastalardaki diger kanama sorunlari ile birlikte bulunabilir.



Yenidoganlarda faktér 11, V, VII, X, XI, XII ve XlI yaklasik 6 aylik olana dek
dusuktir ve kardiyak cerrahi gecgiren yenidoganlarda (¢cogu siyanotik olan olgular) aym yas
grubundaki normal degerlere gore koagulasyon faktorleri anlamli olarak dustktir (36).

2.1.6. Konjenital Siyanotik Kalp Kastalikli Olgularda Hemostatik Bozukluklar
icin Laboratuvar Testleri

Konjenital kalp hastalikli 235 olguda 1987'de hemostatik testler calisilmistir (4).
Olgularin 45’ inde (%19) anormal sonuclar elde edilmistir; 29 hastada (%12) sadece bir testte,
ve 16 hastada (%7) > 2 testte anormallik saptanmustir. Anormal testler arasinda protrombin
zamani (PZ), parsiyel tromboplastin zamanmi (PTZ), aktive parsiyel tromboplastin zaman
(APTZ), trombin zaman, trombosit sayisi, kanama zamamn ve 6globulin lizis bulunmaktadhr.
Bunlar arasinda en sik PZ, PTZ ve aPTZ de uzama gorulmuistir. Calismacilar en yiksek
oranda anormalligi kalp islevleri kot olan, yiksek hematokrit degerleri olan ve klinik olarak
belirgin siyanozu olan hastalarda saptamislardir. Hematokrit degeri >%60 olan hastalarda PZ
ve aPTZ anlamli olarak daha uzun, ve trombosit sayilari anlamli olarak daha disik
bulunmustur. Arteryel oksijen satlirasyonu ve trombosit sayisi arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir. Bu galigma trombosit sayisi ve PZ anormalliginin hipoksinin sonucu olduguna
dair kanit getirmistir. YDIP' nin de en azindan baz1 hastalarda trombositopeniye katkisinin
oldugu distunulmektedir. Faktor VII veya IX dizeylerindeki azalma ile birlikte PZ, PTZ,
aPTZ deki anormallikler bozulmus K vitaminine bagimli karboksilasyonun 6nemli bir neden
oldugunu dustindirmektedir.

God ve ak. da hemostatik bozukluklarin KSKH’l1 olgularda sik goraldugini
dogrulamglardir (37). Yazarlar trombosit sayisi, kanama zamam, PZ, aPTZ, fibrinojen
diizeyi, D-dimer, faktor VII ve VIII ve antitrombini degerlendirmislerdir. Birden fazla testte
bozukluk gorulmesi siyanotik cocuklarda anlamli olarak daha fazla izlenmistir. Siyanotik
cocuklarin blyiik kisminda yiksek D-dimer diizeylerinin bulunmas: Y DIiP'yi gostermektedir.
Diger koagulasyon testlerinde bozukluk ve trombositopeni de bu hastalarin gogunda
saptanmustir. Yazarlara gore kronik subklinik kompanse YDIP, koagilasyon faktorlerinin
yapiminin - azalmasi, trombosit agregasyon bozukluklart  KSKH’deki  hemostatik
anormalliklerden sorumludur.

Bir baska calismada konjenital kalp hastalikli olgularda trombosit aktivasyonu ve
koagulasyon veya fibrinolitik sistem aktivasyonu calisilmistir (38). Yazarlar trombosit
aktivasyon testlerini ¢alismislar ve trombin-antitrombin kompleksi, protrombin fragman F1.2,

doku plazminojen aktivatori, PAI-1, plazminojen ve fibrin D-dimerlerini degerlendirmisler.
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KSKH’l1 olgulardafibrin D-dimerlerinin ve PAI-1 dizeylerinin arttigim ve bunun fibrinolizin
arttigina isaret ettigini bildirmiglerdir. Derin hipotermik dolasim arrestinin kullanilmasinin
kardiyopulmoner bypass tan sonra fibrinoliz insidansinda artis ile iliskili oldugu gosterilmistir
(39).

2.2. KOAGULASYON SISTEMi

Damar duvarinda zedelenme oldugunda vazokonstriksiyon, trombosit adezyonu,
agregasyonu ve fibrin olusumu ile pihtilasma olay1 gerceklesir. Damar zedelenmesine ilk
yanit olarak vazokonstriksiyon gelisir. Endotel hasarlanmasi trombositlerin  yapismasin
kolaylastirdigi1 gibi subendotelyal dokuda ortaya gikan ve pihti olusmasim baglatan doku
faktorinin ortaya ¢cikmasini saglar. Trombositlerin subendotelyal alana adezyonunu saglayan
subendotelyal dokudaki kollajendir. Trombositlerin subendotelyaldeki kollajen fibrillerine
yapismast ya dogrudan ya da bir plazma proteini olan von Willebrand faktér (VWF) ile
trombosit ylzeyindeki glikoprotein 1b reseptérinun arasindaki etkilesim sonucu olur.
Adezyon olayim diger trombositlerin yapisarak agregasyonu izler. Bu olay, fibrinojenin
trombosit yiizeyindeki glikoprotein I1b-111aile kompleks olusturmasini gerektirir. Ote yandan
aktive olan trombositlerin granillerinden salinan adenozin difosfat, serotonin, tromboksan A,
ve zedelenme sirasinda agiga ¢ikan doku faktord ile baslayan ekstrinsik yol sonucu olusan
trombin diger trombositlerin yapismasim saglar. Gittikge blylyen trombosit agregasyonu ote
yandan aktive olan koagllasyon kaskadi sonucu olusan fibrin ile stabilize olur.

Trombin ve fibrin pihtisi olusumu ekstrensek ve intrensek yol olmak tzere iki farkli
yol sonucunda olmaktadir. Kan koagulasyonunun intrensek yolunda enzimler ve protein
faktorleri rol oynamaktadir. Bu yol kallikrein tarafindan faktor XI1 (FXI1)’nin aktivasyonu ile
baglar. Yuksek molekil agirlikli kininojen (HMWK) bu aktivasyonu uyarir. FXI1'nin enzim
formu olan FXlla, bir proenzim olan faktor X1'i (FXI) aktif enzim olan FXIa'ya donusturdr.
Kalsiyumun varliginda FXla faktor 1X'u (FIX) FIXaya donusturdr. FIXa yine kalsiyum
varliginda membran yilzeyinde bagli olan kofaktor faktor VIlla'ya baglanarak tenaz
kompleksini olusturur. Bu tenaz kompleksi proenzim faktor X'u (FX) enzim formu olan
FXa ya donusturdr. FXa yine kalsiyum varliginda membran ytzeylerinde bagli olan kofaktor
faktor Va ya baglanarak protrombinaz kompleksini olusturur. Bu kompleks protrombini aktif

enzim formu olan trombine donusturtr. Trombin fibrinojenin hizla polimerize olabilen fibrin



monomerlerine donisimini saglar. Laboratuvar kosullarinda kan koagulasyonunun bu
intrensek yolu aktive parsiyel tromboplastin zaman (aPTZ) ile degerlendirilir.

Ekstrensek yol da protein kofaktorleri ve enzimleri igerir. Bu yol hiicre yuzeylerindeki
doku faktorl ile faktor Vlila (FVIla) arasinda kompleks olusmast ile baslar. Zedelenme
sonrasinda agiga ¢ikan doku faktort plazma ile karsilasinca plazmada bulunan FVila ile
enzim kompleksi olusturur. Bu kompleks faktor X'u FXaya donustirdr. Sirayla FX da
feedback mekanizmasi ile daha fazla FVII'yi FVIlaya donustirtr. Boylece ekstensek yol
aktivasyonunu hizlandirir. FVIIAITF kompleksi tenaz kompleksi gibi FX'u FXaya
donustardr. Bundan sonraki yol fibrin olusumuna kadar intrensek yol ile ortak yurtr (40)
(Sekil 1). Laboratuvar analizinde ekstrensek yol protrombin zaman (PZ) ile degerlendirilir.
Buraya kadar anlatilan tim mekanizmalar in vitro modellere dayandiriimistir. /n vivo
mekanizmalar farkliliklar gostermektedir (41). /n vivo koagiilasyon sistemi bu sekilde basit iki
yol modelini izlemez. Fakat her iki kolda yeterli aktivitenin varligina duyulan ihtiya¢c doku
faktord (TF) ve FVII GUzerinden kigik miktarda trombin olusumu ile koagilasyonun
baglatiimast modeli ile agiklanir. Bu kiigik miktardaki trombin sonradan FVIII, FVII, FIX'u
aktive eder. Intrensek yol yeteri kadar fibrin pihtisi olusturmak igin gerekli olan trombin
olusumunu saglar. Normal koagulasyonda intrensek yol doku faktort yolu inhibitori (TFPI)
aktivitesi nedeniyle yeteri kadar trombin saglayamaz. Trombin olusumunun maksimum orani
fibrin olustuktan sonra olur ve ek trombin, ek fibrin olusumu, FXI111 aktivasyonu ve TAFI icin
gereklidir. FXllla bir transglutaminaz olup fibrin baglarimn capraz kovalent olarak
baglanmasini saglar. TAFI fibrinden lizinleri ayirir ve agiga cikan lizinler kompetatif olarak

fibrinolitik enzimlerin fibrine baglanmasin: 6nler.
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Sekil 1: Kan koagilasyon kaskadh

Koagulasyon yolunun aktivitesi trombin olusumunda diizenleyici rol oynayan TFPI ile
sinirlandirilmistir. Yolun TFPI ile inhibisyonu FX aktivasyonuna ve TFPI-Xa kompleksine
baglidir. Sonrasinda FV11a-TF kompleksi inhibe edilir. Bu model hemofili hastalarinin saglam
ekstrensek yolu olmasina ragmen kanamalarina agiklik getirmistir. FVII1 (hemofili A), FIX
(hemofili B), yada FXI (hemofili C) eksiklikleri semptomatik kanama ile sonuclanir. FXI11 ve
HMWK in vivo kosullarda anlaml1 6lglide piht1 olusumuna katkida bulunmaz.

2.3. FIBRINOLITIiK SISTEM

Memelideki fibrinolitik sistem pihtinin  ¢dzinmesinde ve vaskiler sistemin
devamliliginin saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir. Fibrinolitik sistem inaktif proenzim
olan ve aktive edildiginde plazmine donuserek fibrini ¢oztnebilir fibrin yikim Grinlerine

yikan plazminojeni igerir. Iki tip plazminojen aktivatorii mevcuttur. Doku plazminojen
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aktivatoru (tPA) ve Urokinaz plazminojen aktivatorti (uPA). Fibrinolitik sistemin baskilanmasi
plazminojen aktivatorleri dizeyinde veya plazmin diizeyinde olabilir. Plazminojen aktivator
inhibitord-1 (PAI-1) ve plazminojen aktivator inhibitori-2 (PAI-2) plazminojen aktivator
diizeyinde, a2-antiplazmin ise plazmin dizeyinde fibrinolitik sistemin baskilanmasim saglar.
TPA aracili plazminojen aktivasyonu dolasimdaki fibrinin ¢ozinmesinde gorev alir. UPA
Urokinaz plazminojen aktivatoriine 6zgu hiicre reseptorine (UPAR) baglanr (Sekil 2).
UPA’nmin temel gorevi dokunun yeniden sekillenmesinde ve tamirinde, makrofa) islevinde,
ovulasyonda, embriyo implantasyonunda ve tumér invazyonunda hiicre cevresindeki
proteolizi saglamaktur.

Fibrinolitik sistemin kontrolii temel yapitaglar: arasindaki dzgul molektler etkilesimler
araciligi ile olur ve temel olarak endoteliyal hiicrelerde sentezlenen plazminojen aktivatorleri
ve plazminojen aktivator inhibitorleri tarafindan saglanir. Fibrinolitik sistemdeki bozukluklar
ya azalmig aktivasyon (6rn: trombotik komplikasyonlar) ya da artmisg aktivasyon (kanama
egilimi) seklinde olur.

(+-PA ) (u-PA)
e o
PLAZMINOJEN’ . CPLAZMERD
e T
PAI-1| J ‘ FTBRIN
'“ FIBRIN| -+ YIKIM
A : | URUNU
PAI-2|
|2 ANTIPLAZMIN|

Sekil 2: Fibrinolitik sistem
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2.3.1. Temel Yapitaslarinin Protein Yapilari

Fibrinolitik sistemin enzimleri serin proteazlardir. Aktif kisimlar: serin, aspartik asit ve
histidinden olusan bir katalitik bir Ggluden olusur. Bu aktif bdlge C-terminal serin proteaz
bolgesinde yer alir. N-terminal bolgeleri parmak seklindeki bolge (finger domain,
fibronektindeki fingerlere homolog), epidermal blyime faktorl benzeri bolge ve katlanms
gpiral bolge (kringle domain) gibi bir veya daha fazla islevsel bolge igerir. Fibrinolitik sistem
inhibitorleri serpin (serin proteinaz inhibitdrd) Ust ailesi iginde yer alir. Serpinler C-terminal
bolgelerinde peptid bagli spesifik reaktif bolgeye sahiptirler. Bu bolge hedef enzimleri ile
yarilarak inhibitorden peptid salinitmina ve inaktif enzim inhibitér kompleksinin olusmasina
yol acar.

Insan plazminojeni 791 aminoasitten olusan 92 kd'luk tek zincirli bir glikoproteindir.
Yirmidort disilfid bagi1 ve homolog katlanmis spiral icerir. Tum plazminojen aktivatorleri Arg
561 — Val 562 peptid bagim kirarak plazminojeni plazmine gevirirler. Cift zincir plazmin
molekult 5 katlanmig spiral (plazminojenin N-terminal kismi) igeren agir zincir ve His 63,
Asp 646 ve Ser 741'den olusan katalitik Uglu iceren hafif zincirden meydana gelir.
Plazminojenin N-terminal glutamik asidi vardir. Bu “Lys-plazminojen® olarak belirtilen
degisik formlarina kolayca cevrilebilir. Plazminojenin katlanmis spiralleri plazminojenin
fibrine spesifik baglanmasini, plazmin ve a2-antiplazminin karsilikli etkilesimini saglayan
lizine baglayan bolgeler igerir. Bunlar fibrinolizin diizenlenmesinde dnemli rol oynarlar.

TPA 527 aminoasitten ve tek polipeptid zincirinden olusan 70 kd'luk bir serin
proteazdir. TPA plazmin tarafindan Arg 275- Ile 276 peptid baginin hidroliziyle plazmin
tarafindan ¢ift zincirli sekle donustardlir. Cogu serin proteazin tek zincir prekirsorlerinden
farkli olarak cift zincirli tPA enzimatik olarak aktiftir. TPA‘mn N-terminal proteazi diger
proteinlerinkine benzer sekilde bircok farkli bdlgeden olusur: Parmak seklindeki bolge,
epidermal buyume faktoérii bolgesi ve iki katlanmis spiral bdlgesi. TPA’daki bu bdlgeler
fibrine baglanma, fibrine 6zgl plazminojen aktivasyonu, in vivo klirensi ve endotelyal hiicre
reseptorlerine baglanma gibi enzimin birgok islevinde rol oynar. TPA’ nin fibrine baglanmasi
parmak seklindeki ve ikinci katlanmis spiral bolgesi sayesinde olur. TPA molekilt Asn 117,
Asn 184 ve Asn 448 ‘deki ¢ potansiyel N-glikozilasyon bolgesini igerir.

Tek zincir uPA 411 aminoasitten olusan 54 kd'luk bir glikoproteindir. Lys 158-11€159
peptid baginin proteolitik yikimi ile molekdl ¢ift zincir Grokinaz aktivatoriine (two chain uPA,
tc uPA) donusir. Katalitik ¢l C-terminal polipeptid zinciri Gzerine yerlesir ve Asp 255, His
204 ve Ser 356'dan meydana gelir. N-terminal zincir epidermal buyume faktori bolgesini ve
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bir katlanmis spiral bdlgeyi icerir. Dusik molekuler agirlikli tc UPA (33kd) Lys 135-Lys136
ve Lys 158-Ile 159 peptid baginin kirilmasindan sonra hidroliz sonucu plazminle Uretilebilir.

UPAR 313 aminoasit polipeptidden olusan ve 50-60 kd'luk glikolize heterojen bir
proteindir. Plazma membranina glikozil fosfatidilinositol (GPI) ile gdmilmustir. Birbiriyle
iliskili Uc yapisal bolgeden olusur. N-terminal bolge uPA’ya baglamada gorev alir. Intakt
blytme faktori bolgesi iceren her form uPA’y1 baglar.

a2-antiplazmin 70 kd'luk, yaklasik %13 karbonhidrat iceren tek zincirli bir
glikoproteindir ve 464 aminoasitten olusur. Iki distilfit bag1 vardir. Arg376 - Met 377 reaktif
bolgesi olan bir serpindir. Insan plazmasinda konsantrasyonu 70 ug/ml (yaklasik 1 uM) dir. C-
terminal uctan 26 artik peptid kaybeden inaktif forma dolasimda parsiyel dontsen
plazminojen baglayan formundan sentez edilir. Inhibitor pihtilasma oldugunda (kalsiyum
iyonu ve faktér Xllla varliginda) fibrin afa zincirine ¢apraz baglidir. GInl4 bu ¢apraz
baglanmada gorev alr.

PAI-1 379 aminoasitten olusan tek zincirli 52 kd’ luk bir glikoproteindir. Arg346 - Met
347 peptid bagi reaktif bolgesi olan bir serpindir. S proteinine veya vitronektine baglanarak
dayanikl1 hale gelir.

PAI-2 iki farklh sekilde bulunur, 47 kd'luk htcre ici glikolize olmayan ve 60 kd’ luk
sekrete edilen glikolize sekil. PAI-2 Arg 358 - Thr 359 reaktif bolgesi olan 393 aminoasit
iceren bir serpindir. Hicre ici PAI-2'nin islevi belirsizdir. Cunkl ana enzimi (uPA) hiicre
cisinda bulunur.

TAFI temel olarak karaciger tarafindan yapilan ve 75 nM konsantrasyonunda dolasan
karboksipeptidaz B benzeri 60 kd'luk bir enzimdir. Ancak konsantrasyon daglimi genistir.
Dolasan aktif enzimin yar1 6mri ¢ok kisadir ve normal islevi igin proteinin gok az bir
kismimin aktive olmasi yeterlidir. Etkili aktivasyon trombin-trombomodulin kompleksiyle

saglanir (Tablo ).

2.3.2. Plazminin Alfa 2 Antiplazmin Tarafindan inhibisyon M ekanizmas

Alpha2-antiplazmin plazminle inaktif 1:1 kompleks yapar. Inhibisyon ardisik olarak
olusan iki reaksiyondan olusur. Geriye dontsumlt inaktif kompleks olusturan ikinci sira, hizli
reaksiyon ve geriye dontsimstiz inaktif kompleks olusumuyla sonuglanan birinci sira, yavas
reaksiyon. inhibisyonun ikinci sira hiz sabiti gok yiksektir ( 2-4 x 10" M s%), fakat bu
blydk inhibisyon hizi serbest lizin baglanma bolgelerinin  bulunusuna, plazmin
molekilundeki serbest aktif bolgelere, lizin baglanma bolgesinde tamamlayici bdlgenin elde
edilebilirligine (plazminojen baglanma bolgesi) ve inhibitordeki reaktif peptid bagi bdlgesine
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baglidir. Fibrin ylzeyinde olusan plazmin molekullerinin yar1 6mri, serbest plazmadakinden
2 ila3 kat fazladir.

2.3.3. Doku Plazminojen Aktivatoranin Etki Mekanizmas

2.3.3.LFibrin Varhginda

TPA fibrin yoklugunda zayif bir enzimdir, fakat fibrinin varligi plazminojenin
aktivasyon hizim belirgin olarak arttirir. Optimal uyarilmas: yalmzca fragment X
polimerlerini meydana getiren fibrinin erken C-terminal Aa zinciri ve N-terminal Bp
zincirinde plazmini yikmasiyla elde edilir. Kinetik bilgiler fibrinin ylzey saglachg: siklikla tig
boltimden olusan kompleksin meydana geldigi bir mekanizmay: desteklemektedir. Fibrin X
polimerlerinin olusumundan sonra fibrin uyariimasindaki artis plazmin yikim ile olusan C-
terminal lizin artiklarimmin araciligiyla kuvvetlenen tPA ve plazminojen baglanmasiyla
iliskilidir. TPA ve plazminojen Uzerindeki lizin baglanma bolgelerinin C-terminal lizinlerle
karsilikl1 etkilesimi, tPA ve plazminojende plazminojen aktivasyonunu giiclendiren allosterik
degisikliklere yol acabilir.

Lipoprotein (a) fibrine baglanmada plazminojen ile yarisir. Artmis lipoprotein (a)
duzeyleri fizyolojik fibrinolizisi bozar.

TAFI kismen yikilmis fibrinin kofaktor islevlerini down regile ederek fibrinolizisi
baskilar. Bu etki, fibrinin plazmin yikim ile olusan C-terminal lizin artiklarinin
uzaklastirilmasiylaolur.

2331 Hucre Ylzeyinde

Birgok hticre tipi plazminojen aktivatorlerini ve plazminojeni baglar. Bu plazminojen
aktivasyonu ve plazminin o2-antiplazmin tarafindan baskilanmaktan korunmasiyla sonuclanir.

Birgok hticre plazminojeni lizin baglanma bolgesinde yiksek kapasiteli fakat gorece
distk affinite ile baglar. Gangliosidler plazminojenin hiicrelere baglanmasinda 6nemli rol
oynar. Huicreye bagli plazminojenin tPA ile aktivasyonunun katalitik etkinligi sollisyondan
yaklasik 10 kat yuksektir. Olasilikla bunun sebebi plazminojen bigcimlenmesini daha hizli
aktive edip ‘Lys-plazminojen’ benzeri yapiya gevirmesiyle ilgili olabilir. Damarsal hiicreler
plazminojen reseptorlerini eksprese etme yoluyla hiicre gevresinde fibrinolizisi diizenleme
yetenegine sahiptirler. Anneksin 11I’ye bagli olan 40 kd'luk membran proteini tPA
reseptorunin insan umbilikal ven endotel hiicrelerinin islevsel kismi olarak distnilmektedir.

Hucre yizeyine bagli tPA enzimatik aktivitesini korur ve PAI-1 ile inhibisyondan
korunur. Endotel hticrelerinin yizeyinde bulunan plazminojen ve plazminojen aktivatorleri
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plazmin Uretimi icin yerel nokta saglamakta ve kamn akigkanligimin saglanmasinda ve
trombus olusumunun 6nlenmesinde 6nemli rol oynayabilir.

Hucresel reseptorler ayrica tPA‘'nin dolasimdan hizla uzaklastiriimasinda da rol
oynayabilir. Dolasan tPA (yar1 0mri 5-6 dakika) karacigerdeki bircok reseptor sistemi ile
iliskili olabilir. Karaciger endotel hiicreleri yiiksek mannoz tip karbonhidrat anteni (katlanmis
spiral 1'de) tamyan mannoz reseptorleine sahiptir. Karaciger parankim hicreleri tPA’min
parmak seklindeki ve epidermal blytime faktor bolges ile etkilesen kalsiyum bagimli
reseptorleri igerir. Ayrica, parankimal hticreler tPA-PAI-1 kompleksinin alimim ve yikimin
saglayan yiksek affinitede reseptorler de icerir. Bunlar ayrica tPA’y1 disik affiniteyle baglar
ve dusUk dansitede lipoprotein reseptor iligkili protein adim alir. Bu reseptdr o2-
makraglobulin reseptorti ile benzerlik tasir.

2.3.4. Urokinaz Plazminojen Aktivatoriniin Etki M ekanizmas

2.3.4.1. Fibrin Varhginda

Tc uPA’ya zit olarak sc uPA’min (single chain uPA) dusik molekiler agirlikli
kromojenik substratlara daha az etkisi vardir. Sc uPA’nin intrensek olarak plazminojeni aktive
etme yeteneginin oldugu gorulmektedir. Bu tc UPA’nin katalitik etkinliginin % 0,5 inden
daha azdir. Plazmada fibrin yoklugunda sc uPA stabildir ve plazminojeni aktive etmez. Fibrin
piht1 varlginda sc uPA (fakat tc UPA degil) fibrin spesifik piht1 yikimint artirir, sc uPA intakt
fibrindeki internal lizin artiklarina bagli plazminojenin etkisiz aktivatorudir. Fakat, kismen
yikilmig fibrindeki yeni olusmus C-terminal lizin artiklarina bagli plazminojen Uzerinde
etkinligi daha fazladir. Sc uPA’'min fibrin 6zgulligl onun tc uPA’ya donusimuni
gerektirmez, fakat fibrin 6zgullugl kismen yikilan fibrine plazminojenin baglanmasinin artisi
ileolur.

2.3.4.2. Hucre YUzeyinde

Fizyolojik kosullar altinda sc uPA’ nin hiicre yizeyinde uPAR’ a baglanmasi etkinligi
icin gereklidir. Baglanma artmis plazmin Uretimine yol agar. Bu artmis Uretim plazminojenin
aktivasyonuna etkileri ve Uretilen plazmin ile sc UPA’'min tc uPA’ya dogru geri bildirim
aktivasyonu nedeniyledir. Her iki etki plazminojenin hiicresel baglanmasina dayanir. Hiicre
iliskili plazmin a2-antiplazmin tarafindan hizli inhibisyondan korunur. Bu etki daha sonra
reseptore bagli sc uPA aktivasyonunu da tetikler. Bu sistem etkin olarak PAI-1 ve PAI-2
tarafindan inhibe edilebilir. UPA’ nin hiicre yiizeyine yapismasi plazmin dretimine yol agar.
Ayni sekilde bu durumun uPAR'1n varhiginda da benzer sekilde gorilmesi bize uPAR’1Nn
lokalize uPA olarak yalnizca hiicre yizeyinde islev gordigunt gosterir. Geni degistirilmis
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farelerde fibrin temizlenmesinde ve yeni arteryel intima olusumunda uPAR’dan bagimsiz
olarak uPA’nin islevsel oldugu gosterilmistir.

2.3.5. Plazminojen Aktivatérlerinin Inhibisyon M ekanizmas

Tpa min hizli baskilanmasinda birgok mekanizma rol oynar. PAI-1 tPA’ min 6zgul, hizli
etki eden inhibitorudir. Normalde plazmada diisiik konsantrasyonda bulunur fakat bazi klinik
durumlarda artar.

TPA yavas olarak da a2-antiplazmin, a2-antitripsin ve C1 inhibit6ra ile baskilanir.
Kanda tPanin uzaklastirilmasinda altta yatan temel mekanizma karaciger tarafindan
temizlenmesidir. TPA min yarilanma omrii 4-6 dakikadir.

Tc uPA a2-makroglobulin, al-antitripsin, antitrombin Il1, a2-antiplazmin ve
plazminojen aktivator inhibitort 3 (PAI-3, aktive protein C inhibitorine benzer) tarafindan
yavasca baskilanir. Daha 6zgul ve hizli inhibisyon ise PAI-1 ve PAI-2 ile olur. Tcu PA’nin
aksine st UPA plazma proteaz inhibitorleriyle baskilanmaz. UPA’min  kandan
uzaklastirilmasinda temel mekanizma hepatik klirenstir. Sc uPA bifazik klirens hizi gosterir
(yarilanma 6mri yaklasik 5 dakikadr).

PAI-1 tek zincir ve cift zincir tPA ve tc uPA ile reaksiyona girerken sc uPA ile
girmez. PAI-1 hedef proteinazlari 1:1 geri donusumli kompleksler olusturarak inhibe eder.
Bunu proteinazlarin serin artiklarindaki aktif bolgede hidroksil gruplar: ile serinin reaktif
merkezindeki P1 artiklarindaki karboksil gruplarimin kovalant baglanmasi izler.

Inhibitor PAI-1, reaktif olabilen PAI-1, tPa, uPA , trombin gibi hedef proteazlarca
geri donUsumsiiz yikilan substrat PAI-1’ e donUsturdlebilir.

PAI-1 aktivitesi karaciger tarafindan hizli bir sekilde temizlenir. Yarilanma émri
tavsanda yaklasik 7 dakikadhr.

PAI-2 tc uPA’y1, PAI-1'den 10 kat daha yavas inhibe eder. PAI-2 etkin olarak cift
zincir tPA’y1 ve daha az etkin olarak tek zincir tPA’y1 inhibe ederken sc uPA’y1 inhibe etmez.

2.3.6. Matriks Metalloproteazlar (MM P) Tarafindan Huicre iliskili Proteolitik

Aktivitenin Dizenlenmes

Fibrinolitik ve MMP sistemi arasinda gok sayida diizenleyici molekiler etkilesimlerin
oldugu gorulmektedir. Ancak bunlarin tam (pato)fizyolojik rolleri halen bilinmemektedir.
MMP3 (stromelysin) uPA’y1 yikar ve hicre iliskili uPA aktivitesini down regiile eder.
MMP3, MMP7, MMP9 ve MMP12 plazminojeni yikar. Bu MMP'ler hiicresel fibrinolizisi,
aktive edebilir hiicreye bagli plazminojen dizeyini azaltarak down regtile edebilir. MMP3 ve
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MMP 7 ayrica fibrinojen ve ¢apraz bagli fibrini yikar. MMP 16 fibrinojeni keserken fibrine
bir etkisi yoktur. a2-antiplazmin ve PAI-2 MMP3 tarafindan yikilir ve nétralize olur. PAI-1
antiproteolitik aktivitesi disinda hticre adezyonu ve gocinde de rol alir. MMP3 tarafindan
yikilmast bu 6zelliklerinin de azalmasina yol agar. Plazmin MMP’ lerin aktivasyonuna katkida
bulundugundan hiicre dis1 proteolizin gerektigi bircok olayda (6rn: ateroskleroz, vaskiler
hasarlanma sonrasi restenoz, anevrizma formasyonu ve myokardiyal iskemi) rol oynamaktadir
(42).

Tablo I: Fibrinolitik Sistemin Temel Y apitaslarinin Ozellikleri

M Aminoasit | Gen (8kb) | Kromozom Reaktif Bolge

Plazminojen 92,000 791 52,5 6026-927 -
Plazmin 85,000 +715 -

tPA 68,000 530(527) 32,7 8pl2-pll -

uPA 54,000 411 6,4 10924 -

uPAR 55,000 313 23 19913.1-gq13.2 -

60,000

a2-antiplazmin 70,000 464 16 17p13 70
PAI-1 52,000 379 12,2 7021.3-22 | Arg346-Met347
PAI-2 47,000 393 16,5 18¢22.1 Arg358-Thr359
TAFI 60,000 401 48 13g14.11 -

2.4. DOGAL ANTIKOAGULAN SIiSTEM

Pihtilarin sinirlandirilmasi saglam endotel yiizeyine bagli olan U¢ sistem tarafindan
gerceklestirilir: Antitrombin (AT), TFPI ve protein C sistemi.

Antitrombin sistemi endotel yilizeyinde endojen heparinlerin varligint gerektirir.
Koagulasyonu, aktive proteazlara 1/1 oranda baglanarak inhibe eder. Serbest enzimler daha
etkin inhibe edilirken, protrombinaz ya da tenaz komplekslerindeki gibi faktorler
inhibisyondan korunur.

Protein C sistemi koagulasyonu biyik koenzim proteinleri olan FV ve FVIII'i yikarak
inhibe eder. Bu proteinlerin yikilmasi trombin aktivasyon oramnin azaltarak yolu sonlandirir.

Sistem trombomodulin reseptdrine sahip saglam endotel hicrelerinin varligint gerektirir.
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Sirayla trombomodulin trombine baglamr ve onun seklini degistirerek fibrinojene
spesifisitesini azaltarak, protein C'ye affinitesini artirir. Aktive protein C [saglam endotel
hicrelerinin plazma membramnda protein S ile kompleks olusturmus protein C (APC)] FV ve
FVIII'i yikabilir. APC inaktif FVIII'i vVWF ye bagli oldugu icin yikamaz. Fakat membran
yluzeyinde bagli olan FV’i yikabilir (FV, protein S araciligi ile APC aktivitesini
hizlandirabilir). Bu nedenle FV’'in gercekte iki aktif formu vardir: Tenaz kompleksini
olusturan FVa, APC tarafindan yikildiktan sonra aymi enzimin antikoagilan aktivitesini
hizlandiran aktif formu.

AT/heparin kompleksi FVIla hari¢ tim vitamin K bagimli proteazlari inhibe eder.
TFPI ekstrensek yolun bir inhibitortidir. FXa ile kompleks olusturarak FXa aktivitesini inhibe
eder (43). FXa/TFPI kompleksi membran ile etkileserek TFPI konsantrasyonunu artirir ve
FV11a/TF kompleksi inhibisyonunu saglar (40).

Antikoagllasyon sisteminin amaci, yeni pihti olusmamasi icin koagilasyonu
yavaslatmak ve kamn akiskanliginin stirekliligini saglamaktir.

25. TROMBIN iLE AKTIVE EDILEBILEN FiBRiNOLizZ iNHIBIiTORU
(TAFI)

Cok hcreli canlilar icin damarsal yapilarin bitinlGginin idamesi ¢cok onemlidir.
Koagulasyon sistemi damarsal hasardan sonra olusabilecek katastrofik kan kaybini 6nlemek
icin gelismistir. Fibrinolitik sistem ise koagllasyon sisteminin son Urind olan fibrin
pihtisimin, hasarlanmis dokunun tamirinden sonra ortadan kaldirilmast igin gelismistir.
Koagilasyon ve fibrinolitik sistemlerinin aktivitelerinin  dengesi hasar bolgelerinde
hemostatik yanmitin gelismesine izin verdigi gibi, hasardan uzak alanlarda da kamn
akiskanliginin devamimi saglar. Bu aktiviteler arasindaki denge sistemlere ait kontrol
mekanizmalar1 ve giderek daha iyi anlasildigi Uzere bu sistemler arasindaki etkilesim ile
olusur. Dengesizlikler myokard infarkt: ve inmelerdeki gibi tromboza, veya hemofilideki gibi
kanamaya egilim yaratabilir.

Son on yildaki ¢alismalar koagulasyon ve fibrinolitik sistem arasinda agik molekuler
baglantiy1 saglayan ve trombin tarafindan aktive edilebilen fibrinoliz inhibitorti (TAFIQ) olarak
bilinen yeni bir plazma zimojenini ortaya cikarmustir (44-47). TAFQ yolunun farmakolojik
inhibisyonu trombozu 6nlemek veya trombolitik tedavinin etkinligini artwrmak igin yeni bir
gtratgji  olusturabilir.  Tersine, TAFI  yolunun uyariimast  hemofilinin  kanama
komplikasyonlarini azaltabilir. Ek olarak TAFI yolu fibrinolitik sissemde yer alan ancak
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hemostatik Ozellikte olmayan yara iyilesmesi gibi fizyolojik slreclerde ve koagulasyon
sisteminin aktivitesinin enflamasyon ile baglantisinda rol oynar. Insan populasyonunda TAFI
antijen konsantrasyonu ve islevsel TAFI'nin belirgin degiskenligi oldugu ve bunlarin
degiskenliginin damarsal hastalik gelisimi icin risk faktori olabilecegi konusunda veriler
mevcuttur (48).

2.5.1. Ozellikleri

Insan TAFi's fibrinolizdeki islevsel rolu ilk kez Bajzar ve Nesheim tarafindan
1995'te tarif edilen bir bazik karboksipeptidaz zimojen seklindedir (49). Ancak bu antite daha
oncesinde de farkl: gruplar tarafindan tammlanmustir ve bu nedenle TAFI literattirde birkag
farkli isim altinda refere edilmistir. 1998'de Hendriks ve ark. plazmadan serum elde
edildiginde plazma bazik karboksipeptidaz N (CPN) ile iliskisiz olan bir bazik
karboksipeptidaz aktivitesinin belirdigini bildirmislerdir. Bu aktivite stabil degildi, serumun
37%de 2 saat enkilbe edilmesinden sonra kayboluyordu, bu nedenle dayaniksiz (unstable)
karboksipeptidaz veya CPU olarak isimlendirildi (50). Bagimsiz ¢calismalarda Campbell ve
Okada taze serumda labil bir karboksipeptidaz tarumladilar, ve arjinin igeren substratlar: lizin
iceren substratlara tercih ettigi igin arjinin karboksipeptidaz (CPR) ismini verdiler (51).

Eaton ve ark. 1991’ de plazmadan plazma karboksipeptidaz B olarak isimlendirdikleri
bir plazminojen baglayici protein izole ettiler. Aym calisma grubu insan karaciger cDNA
kitUphanesinden plazma prokarboksipeptidaz B’yi kodlayan bir cDNA klonunu izole etti ve
dizi analizi bu proteinin iyi bilinen pankreatik karboksipeptidaz B ile homolog oldugunu
gogerdi (52). Bajzar ve Nesheim'in sonraki calismalar1 aktive protein C (APC) nin sadece
antikoagulan aktiviteye sahip olmadigi, aym zamanda belirgin profibrinolitik aktiviteye sahip
oldugu gozlemi ile baslamistir (53). Gergekte APC intrinsik olarak profibrinolitik degildir,
daha cok koagilasyon kaskadini down regile ederek bir trombin ile aktive edilebilen
antifibrinolitik faktortin olusumunu onler. TAFL ve TAFi'nin trombin yikim Granlerinin
amino-terminal protein dizi analizi bu proteinin 1991’ de Eaton ve ark.’min tarif ettigi plazma
prokarboksipeptidaz B ile identik oldugunu goserdi (52). Saflastirilmis proCPU ve
proCPR’ nin aminoasit dizi analizi bu proteinlerin de TAFI/plazma prokarboksipeptidaz B ile
0zdes oldugunu gosterdi (54,55).

Matir TAFI proteininde 401 aminoasit vardir ve bu 45.999 Da'luk bir molekuler
peptid kitlesine denk gelmektedir (52). Aktivasyon peptidindeki 4 bdlgenin (Asn22, Asn51,
Asn63, Asn86) ve enzimatik alandaki bir bolgenin (Asn219) N-glikolizasyonu TAFI nin
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sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) M, ~60.000'e gbgl ile
sonuclanir (Sekil 3).
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Sekil 3: Trombin tarafindan aktive edilebilen fibrinoliz inhibitériiniin (TAFI) kristal yapisi.
Aktivasyon peptidi mavi, katalitik kisim yesil ve dinamik 296-350 artiklar portakal rengi.
Katalitik ¢inko iyonu mor renkli bir kire olarak ve dort N-baglantili glikan sar1 gubuk
seklinde gosterilmistir (60).

Trombin TAFI’de Arg92 den sonra ayrilmaya neden olur ve bu bir amino-terminal
peptidin salinmas ile sonuglamr. SDS-PAGE’de aktif TAFI enzimine karsihik gelen M,
~35.000 band: belirir (aktive TAFI veya TAFia) (56,57). Pankreatik karboksipeptidaz B gibi,
TAFiamn da bazik karboksipeptidaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bazik
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karboksipeptidaz aktivitesi protein ve peptid substratlarindan karboksil-terminal bazik
artiklarin (lizin ve arjinin) ayirabilme yetenegidir (55,58,59).

TAFI'nin in vitro aktivasyonu trombin ve plazmin tarafindan gergeklestirilebilir,
ancak her iki enzim de TAFi'nin goreceli zayif aktivatorleridir (52,53). Anlamli TAFia
olusumu icin bu enzimlerin yiksek konsantrasyonlar: ve uzun enkiibasyonlar gerekir. Daha
sonraki bir calismada trombin kofaktori olan trombomodulinin TAFI aktivasyonunu belirgin
hizlandirdigi (1000 kattan daha fazla) gosterilmistir. Bu nedenle trombin-trombomodulin
protein C aktivasyonu yolu ile sadece koagiilasyonu down regiile etmez, aym zamanda TAFI
aktivasyonu ile fibrinolizi de down regiile eder (61).

Trombomodulin varliginda trombinin TAFI aktivasyonunu 1250 kat katalize etme
etkinligine dayanarak, trombin-trombomodulin kompleksinin  TAFi'nin fizyolojik bir
aktivatori oldugu varsayilmistir. Diger yandan, aym calismada yaklasik 1 nM’lik TAFia
konsantrasyonunda pihti1 erime zamanminda yari-maksimum inhibisyonun saglandigi; bunun
plazma TAFi konsantrasyonunun %?2'sinden az oldugu, ve az miktardaki TAFI
aktivasyonunun bile fibrinoliz tzerinde belirgin etki etmesi icin yeterli oldugu gosterilmistir
(61). TAFia-bagimli piht: erimesinde uzama in vitro olarak trombomodulinin yoklugunda
eger intakt intrensek koagllasyon yolu varsa gozlenebilir (62,63). Ayrica, TAFia nin
tromboliz Uzerine in vivo etkisi faktor XI'in aktivasyonunu onleyen bir antikor tarafindan
zayiflatilabilir (61). Son koagulasyon modeli bu sirecin damarsal hasar alanlarinda akan
kanin doku faktorine maruz kalmas: ile baslatildigimt kabul etmektedir: ektrensek yolda
olusan kuguk miktardaki trombin fibrin olusumu ve ayn: zamanda intrensek, veya faktor XI-
bagimli yolu baslatmak icin yeterli faktor X1'u aktive edilmesine yeterlidir (62). Daha sonra
faktor XI-bagimli yolda buyik miktarda trombin ve fibrin olusturur ve daha énce belirtilen
calismalar trombin yoklugunda bile, bu yolun islevsel bir TAFia konsantrasyonu olusturmast
icin yeterli trombin olusturma kapasitesine sahip olduguna isaret etmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4: Kan koagilasyon modeli (TF-Vlla: doku faktori-faktor Vila kompleksi,
TFPI: doku faktor yolu inhibitorii, TM: trombomodulin, APC: aktive protein C)

Arteryel hasardan sonra subendoteliyal matrikste bulunan glikozaminoglikanlarin
TAFI’ nin plazmin tarafindan aktivasyonunu 20 kata kadar artirabildigi gosterilmistir. Plazmin
tarafindan TAFI'nin aktivasyonu icin K, degerinin TAFI'nin trombin-trombomodulin
tarafindan aktivasyonu icin olandan 10 kat daha distk olmasina ragmen, plazmin
aktivasyonunun katalitik etkinligi trombin-trombomoduline gore 10 kat daha distiktir (64). In
vivo olarak, TAFI aktivasyonu plazmin, trombin ve trombin-trombomodulin tarafindan
gerceklestirilebilir. Ancak, bu yollarin TAFI aktivasyonuna kantitatif katkisi in vivo farkl
fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda belirlenmelidir.

TAFia nin bazik karboksipeptidaz aktivitesi fibrinolitik kaskattaki pozitif feedback
gelisimi icin 6nemli olan kismen yikilmis fibrinden karboksil-terminal lizin artiklarin
aywrarak antifibrinolitik etkiye yol acmaktadir. Lizise ugrayan bir pihtida TAFI'nin
enklibasyonunun serbest lizin ve arjinin olusmasina neden oldugu ve TAFia nin kismen
yikilmug fibrinin doku tipi plazminojen aktivator (tPA) kofaktor aktivitesini Glu-plazminojene
gore azadttigi, Glu-plazminojenin Liz-plazminojene donisumini azalttigi, plazminojenin
fibrin pihtisina baglanmasim azalttigi, kismen yikilmus fibrinin plazmini oz-antiplazmin
etkisinden koruma yetenegini zayiflattigi gosterilmistir (65-68).
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TAFia min 6zelligi intrensek 1siya dayamksizhigidir. Inaktivasyonu spontan, 1st bagimli
yolla ve proteolitik yikim ile olmaktadir (61,57). TAFI' nin tripsin ile enkiibasyonunda TAFia
aktivitesi 6nce artar, sonra azalir. TAFiasiya oldukca duyarlidir. Y arilanma 6mrii 37°C’ de 10
dakika, 30°C’de 45 dakika, 22°C'de hirkac saattir. 0°C'de enzim stabildir. TAFia yalnizca
1sinin dustriilmesi ile stabilize edilmez. Heparin ve e-aminokaproik asit de TAFia min 1s1 ile
azalmasim Onler. TAFia kismen yikilmus fibrinin bulundugu durumlarda daha etkindir, ¢iinkii

fibrine bagl: TAFia spontan aktivite kaybina direnclidir.

2.5.2. Molekiler Genetigi

TAFI'yi kodlayan genin [Insan Genom Organizasyonu (HUGO) tarafindan CPB2
olarak adlandirilmistir] kromozomal lokalizasyonu, metafaz kromozomlarinda floresan in situ
hibridizasyon yolu ile 13q14.11 olarak belirlenmistir. Ancak bu bolgede TAFI’'nin aday
olabilecegi herhangi bir genetik hastalik hentiz haritalandirilmamstir. TAFI'yi kodlayan gen
yaklasik olarak 48 kb ¢ift DNA genomunda dagilmis olan 11 ekzondan olusur. Karacigerde
CBP2 kopyalanmast 5'-komsu bolgesindeki birgok (~11) yerden baglatilir. Y azilim baslatma
yerleri ile iliskili olarak, 9-46 baz cifti uzunluklarinda proteine cevrilmemis kisimlar iceren
cok sayida CPB2 kopyasi bulunur. CPB2 5'-komsu bolgesindeki yazilim baslatma yerlerinin
DNA dizi analizi konsensus TATA dizisinin yoklugunu gostermistir; vitamin-K bagimli
koagulasyon faktorlerini kodlayan ve timi karacigerde eksprese edilen genlerin de birgok
yerden yazilimi yapilir ve promotor bélgelerde konsensus TATA dizileri yoktur.

Insan CPB2 geni 5-komsu bolgesinin analizleri karacigere 6zgli gen ifade
mekanizmalar1 ve olasi diizenleyici elementleri gbstermeye baslamistir. insan CPB2 baslatic
kismi, TAFI'nin karacigerde sinirl: ifadesinde rolti olabilecek yazilim faktori C/EBP
(CCAAT/ enhancer baglanma proteini) icin baglanma yeri bulundurur. Ayrica sentetik
glukokortikoid deksametazona yanit olarak CPB2 yazilim indiksiyonun iki kati kadar artiran
glukokortikoid element de bulunmaktadir.

Insan CPB2 mRNA kopyasimin 3'- ucunun analizi CPB2 mRNA olusturulmas:
srasinda U¢ farkli poliadenilasyon kisimimin kullamldigint goéstermistir. Bunun sonucunda
proteine gevrilmemis 390, 423 ve 549 kb uzunlugunda baz ciftleri meydana gelir. Bunun
yaninda her bir kopyanin dayanikliligi ve ¢ poliadenilasyon kisimlarimin kullamm sikligi
sitokinler tarafindan degistirilebilir.

CPB2 boyunca c¢ok sayida tek nikleotid polimorfizmi  (single nucleotide
polymorphism-SNP) tammlanmis, polimorfizm ve TAFI’nin plazma konsantrasyonlari
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arasinda gugla iliskiler bildirilmistir. Bununla ilgili olarak toplamda literatirde 19 SNP
bildirilmis olup; 10 tanesi 5'-komsu bolgesinde, 6 tanesi kodlayan bolgelerde, 3 tanesi de 3'-
komsu bolgede (CPB2 mRNA kopyasinin 3 “untranslated region” kismina karsilik gelen
bolge) bildirilmistir. Kodlayan bolgelerdeki  polimorfizmlerden ikisi aminoasit yer
degisiklikleri ile sonuglamirken, geri kalanlar1 sessiz mutasyonlara neden olmaktadir. Birgok
polimorfizmin birbirleri ile gliclu linkage disequilibrumda bulunduklar: gosterilmistir. Henry
ve ark. tarafindan belirlenen yedi SNP’ de tim haplotiplerin %80’ den fazlasim olusturan dort
major haplotip tammlanmistir. Franco ve ark. tarafindan tammlanan ¢ SNP ise komplet
linkage disequilibrum 6zelliklerini gostermis ve iki haplotip gozlenmistir. HapMap proje

veritabaninda (HapMap projecy database-http://www.hapman.org) yapilan arastirma bu gen
icinde 72 SBP, 5'-komsu bodlgede de 5 SNP varligini gostermektedir. Her bir SNP igin
ayrintili haplotip bilgisi bu veritabaminda bulunmaktadir. CPB2 igin dbSNP veri tabaninda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projectsSNP/) yapilan arastirma bu bolgede 339 ayri SNP

varligim gostermistir.

CPB2 genotipiyle plasma TAFI seviyeleri arasindaki iliskiler CPB2 dizi
varyasyonunun TAFI gen ifadesinde kalitsal farkliliklarla sonuclandigini agikca ortaya
koymaktadir. 5 -komsu bdlgesindeki polimorfizmler 6zgll yazilim faktorlerinin baglanmasini
etkileyerek ya da CPB2 lokisunun kromatin yapisini degistirerek CPB2 promotor aktivitesini
farklilagtirabilir. 3'-proteine gevrilmemis bolgedeki polimorfizmler mRNA yapimint ya da
dayanikliligin: etkileyerek CPB2 mRNA sayisim degistirebilir. TAFI proteinindeki aminoasit
yer degisiklikleri TAFI yapimim ve sekresyonunu ya da proteinin plazmadaki bulunma
suresini etkileyerek TAFI plazma seviyesinin belirlenmesinde rol alabilir. Alternatif olarak;
tanimlanmis SNP' ler diger polimorfizmlerle linkage disequilibrumda bulunabilir ve CPB2
gen ifadesini dogrudan etkileyehbilirler. CPB2 gen ifadesini etkileyen SNP lerin her birinin
rolt bilinmemektedir. Bir calismaci grubu, plazma TAFI konsantrasyonlarin: etkileyen iki
nicesel 6zellik lokisiin (quantitative trait loci, OTL) varligint ne surmistar; bilinen herhangi
bir SNP ile bu QTL’lerin allel sikligi arasinda tutarlilik bulunmamustir. Ancak CPB2
genotiplemesinde kullamlan TAFI immunoassay’in duyarliligi hakkindaki soru isaretleri bu
veriler konusunda stphe uyandirmaktadir. Yayinlanmamis veriler 5-komsu bdlgedeki
SNP lerden hicbirinin CPB2' nin baglatici aktivitesini etkilemedigini, bunun yamnda 3'-UTR
kissmdaki SNP’lerin mRNA stabilitesi, genotip ve plazma TAFI antijen konsantrasyonlari
arasindaki bilinen iliski ile kismen uyumlu olarak etkiledigini gostermistir.

CPB2 nin kodlama bolgesindeki SNP ler iki aminoasit yer degisikligi ile sonuclanir:
147. pozisyonda Ala ile Thr degisimi ve 325. pozisyonda lle ile Thr degisimi. Degisik
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aminoasit dizilerinin oldugu rekombinan TAFI proteinlerinin  analizi, Thr/Ala 147
polimorfizminin trombin-trombomodulin yolu ile TAFI aktivasyonunu, TAFIa nin intrinsik
stabilitesini ya da antifibrinolitik yetenegini etkilemedigini gostermistir. Ancak 325.
pozisyonda Thr yerine Ile bulunmasi, 37 °C'de iki kat1 kadar dayanikli olan ve dolayisi ile
daha yiiksek antifibrinolitik aktiviteye sahip olan TAFia sekli ile sonuglanir. Bu veriler 325.
pozisyonla iliskili olarak CPB2 genotipinin trombotik hastaliklar igin genetik risk faktori
olabilecegini 6ne sirmektedir. Ilging olarak daha dayanikli TAFia varyanta karsilik gelen
genotip daha disiuk plazma TAFI seviyeleri ile iliskili goriinmektedir, bu da bu aminoasit
varyantimin trombotik risk Uzerindeki etkisini azaltabilir.

Daha once ELISA kullanillarak yapilan calismalar tim CPB2'deki tim SNF lerle
plazma TAFI antijen konsantrasyonlar: arasinda guclui iliskiler oldugunu gostermistir, bu da
plazma TAFI antijen konsantrasyonlarindaki degiskenligin ¢ok biyik kisminin CPB2’'nin
kendisinden kaynaklanchgini dustindirmektedir. Ancak bu calismalarda kullanilan TAFI
ELISA testlerinde genotiple iliskili olarak artefakt olabilecegi fark edildiginde bu sonuglar
yeniden degerlendirilmistir.  Su anki durum itibar1 ile plazma TAFI antijen
konsantrasyonlarindaki degiskenligin yaklasik olarak dortte birinin CPB2 SNP lerle
aciklanabilecegi sdylenebilir; haplotip ¢alismalar: bu etkinin G-1102T (5’ -komsu bdlgesi) ve
T+1583A (3 -proteine gevrilmemis bdlge) SNP'lerin birlikte isleviyle agiklanabilecegini
gostermistir. Son zamanlarda CPB2 deki baslica “quantitative trait nucleotides’ (QTN)
tanimlanmasina yonelik yapilan bir trans-etnik haplotip analiz ¢alismasinda benzer sekilde,
T+1583A SNP'nin plazma TAFI antijen konsantrasyonlar: (izerinde bagimsiz olarak etkisi
oldugu gosterilmistir. Analiz aym zamanda 5-komsu bolgesindeki iki SNP nin bagimsiz
etkileri oldugunu (olasi C-2599C ve-2345 1G/2G) daha az belirgin olmakla beraber ortaya
koymustur (48).

2.5.3. Hastaliklardaki Rolu

TAFI dizeyi cesitli calismalarda normal bireylerde belirlenmistir. Saglikl1 bireylerde
populasyonda TAFI diizeyinin cok genis bir dagilim aralig: oldugu gésterilmistir. Cocuklarda
yapilan ve gesitli yas gruplarini da iceren bir calismada TAFI diizeyinin eriskinlerden anlaml
farklilik gostermedigi gozlenmistir (69).

TAFI genindeki tek nikleotid polimorfizminin TAFI antijeni diizeyine etkisine
saglikl1 cocuklar ve pediatrik onkoloji hastalarinda yapilan bir ¢alismada 505GG (wild type)
polimorfizmine gére 505AA polimorfizmi ve heterozigot 505GA polimorfizminde TAFI
antijen konsantrasyonunun anlaml: olarak daha yiiksek saptandhgi, en disik TAFI diizeyinin
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homozigot +1542GG polimorfizminde oldugu, TAFI dizeylerinin yas ve cinsten
etkilenmedigi bildirilmistir (70).

Dengue hemorgjik atesi olan 50 hastada yapilan bir calismada hem TAFI antijeni hem
aktivite dizeylerinin tim hastalarda azaldigi saptanmis ve bunun bozulmus koagilasyon
nedeniyle fibrin pihtisinin fibrinolizden korunamamas: ile Dengue hemorajik atesindeki
kanama komplikasyonlarinin agirligina katkida bulunabilecegi disunulmastdr (71).

Tip 2 diyabetli hastalarda hipofibrinolitik durumunun sik gozlenmekte oldugu ve
bunun olasilikla obesite ve insilin direncine bagli oldugunun disunilmesi nedeniyle tip 1
diyabetli hastalarda yapilan calismada tip 1 diyabette fibrinolitik aktivitenin etkilenmedigi ve
metabolik kontrol derecesi ile de iliskili olmadigi, hasta ve kontrol grubunda TAFI
aktivitesinde fark bulunmadig: belirtilmistir (72).

B-Talasemi/Hemoglobin E hastaligi olan splenektomili ve splenektomisiz hastalarda
yapilan hemostatik ¢alismalarda agir klinige sahip splenektomili grupta agir klinikli ancak
splenektomi  yapilmamis hastalara gore TAFI diizeyinde anlamli azalma ve D-dimerde
yikseklik bulunmustur. Calismacilar TAFI’ nin dustkltgtnun fibrinolizi inhibe etmek igin
kullanilmasina bagli oldugunu, transfliizyon alan splenektomili hastalarda dusik dereceli
tuketim koagulopatisinin oldugunu bildirilmistir (73).

Kirim Kongo kanamal: atesinde TAFI aktivitesi kontrol olgularina gore belirgin dustk
bulunmus ve ortaya c¢ikan fibrinoliz imbalansinin kanama komplikasyonlarina yol actigi
dustnulmastar (74).

Cocuklarda agir meningokokkal enfeksiyonda hastanin ilk gelisinde TAFI diizeyinin
iyilesme donemine gore daha disik oldugu, septik sok gelisen hastalarda sok gelismeyenlere
gore de daha dustik oldugu bulunmustur (75).

Akut l6semili 117 hastanin degerlendirildigi bir calismada TAFi, plazminojen
aktivator inhibitori ve a2-plazmin inhibitorti calisilmis, kanamasi olan hastalarda TAFI
aktivitesi normal kontrol grubuna gore ve kanamasi olmayan hastalara gore anlamli olarak
dustk bulunmustur. Akut promiyelositik 16semili olgularda diger |6semi tiplerine gore
TAFI' nin daha diistk ve kanama siddetinin TAFI aktivitesi ile ters orantil: oldugu saptanms,
akut losemideki kanamamn patogenezinde TAFI aktivitesindeki ve a2-plazmin
inhibitoriindeki azalmayla ortaya cikan hiperfibrinolizin kismen rol oynadigi bildirilmistir
(76).
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3.OLGULAR VE YONTEM

Bu arastirmamin hasta grubunu Subat 2005 - Haziran 2006 arasinda Dr. Behget Uz
Cocuk Hastanesi Kardiyoloji Bolimii ve Dokuz Eylil Universitesi Pediyatrik Kardiyoloji
Bilim Dalina basvuran konjenital siyanotik kalp hastalikli cocuklar olusturdu.

Kontrol grubuna yine Subat 2005 - Haziran 2006 arasinda Dokuz Eylil Universitesi
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 polikliniklerine basvuran ve enfeksiyonu, kronik hastaligi
olmayan, ilag kullanmayan ve karaciger fonksiyon testleri normal olan saglikli gocuklar
alindu.

TUm hasta ve kontrol grubu olgularinin ebeveynlerinden Helsinki bildirgesine gore
yazili aydinlatilmis onam alindh.

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmas

Kan 6rnekleri ventz ponksiyon ile antekubital veya el sirtindan sitratl: tplere (0,2 mL
sitrat %3,2, 1,8 mL kan 6rnegi olacak sekilde) alindi ve beklemeden 2000 devirde 15 dakika
santrifuje edildi. Ardindan ayrilan tim plazma ornekleri calisma anina kadar -70°C'de
saklandi. Es zamanli olarak hasta ve kontrol grubunun tam kan sayimlar: calisildi. Hasta
grubundaki gocuklardan protrombin zamani, aktive parsiyel tromboplastin zamani, D-dimer,
fibrin yikim Granleri, fibrinojen dizeyi istendi. Veriler arastirmaci tarafindan gelistirilen bilgi
formuna kaydedildi. PZ ve aPTZ’'nin degerlendirilmesinde yasa gore belirlenmis normal
referans degerleri kullanildi (77) (Tablo I1).

Tablo I1. Protrombin Zaman ve Aktive Parsiyel Tromboplastin Zaman i¢in Yasa
GOre Normal Degerler

Y asa uygun normal degerler ortalama (alt - tst sinir)

Yas
PZ (sn) aPTZ (sn)
Y enidogan 13 (10,1-15,9) 42,9 (31,3-54,5)
1 aylik 11,8 (10-14,3) 40,4 (32-55,2)
3aylik 11,9 (10-14,2) 37,1 (29-50,1)
6 aylik 12,3 (10,7-13,9) 35,5 (28,1-42,9)

6 ayin Uzerinde

12,4 (10,8-13,9)

33,5 (26,6-40,3)
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3.2. Plazma TAFI Diizeyinin Olgiilmesi

Plazma TAFI dizeyleri tim olgularda aym gin “quantitative sandwich enzyme

immunoassay” yontemi ile calisildi. Bunun icin Visulize TAFL antijen kiti (Affinity

Biologicals inc. Canada) kullanildh.
3.2.1. Testin Prensibi
Bu yontemde, ilk basamakta kuyucuklarda kapli olarak bulunan TAFI’'ye Kars:

poliklonal antikorla, calisma plazmasinda bulunan TAFI baglanir. ikinci basamakta bu

kompleks Uzerine enzim bagl anti-TAFI poliklonal antikor (peroksidaz isaretli saptama
antikoru) ilave edilir. Son basamakta enzim substrati (TMB: tetrametil benzidin) ilave

edilerek ilk basamakta baglanmis olan TAFI oramina gore olusacak renk yogunlugu 450 nm

dalga boyunda “microplate reader” ile olcullr.

2)

3.2.2. Kullanillan Reaktif Arag ve M ateryaller
1) Visulize TAFI antijen kiti icinde bulunan reaktifler ve materyaller:

a)

b)

c)
d)
€)
f)
9)
h)
i)
)

TAFI microplate: Insan TAFI’sine kars1 olusturulmus koyun antikorlar: ile kapl
96 kuyucuk.

Standart referans plazma: iki vial liyofilize, bir mL plazma (6,1 W/mL TAFI
icermektedir).

Kontrol plazma A: iki vial liyofilize, bir mL plazma.

Kontrol plazma B: Iki vial liyofilize, bir mL plazma.

TAFI’ den yoksun plazma: iki vial liyofilize, bir mL yoksun plazma.

Konsantre yikama tamponu: 30 mL, 10 kat konsantre soltisyon.

Ornek diltienti: 3 vial, 20 mL, tamponlanmus 6rnek diltienti.

Saptama antikoru: Bir vial, 12 mL, peroksidaz isaretli saptama antikoru.

Substrat: Bir vial, 12 mL, TMB.

Stop soltisyonu: Bir vial, 12 mL, 0,2 Molar slfirik asit

Kullanilan diger malzemeler:

a)
b)
c)
d)
€)

f)

BioRAD monopath microplate reader (450 absorbans 6lgebilen okuyucu)
BioRAD model 1575 immunowash, otomatik yikama cihazi

Pipetler ve pipet volar:

Multikanal pipet

Deiyonize yadadistile su

Santrifuj cihaz
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b)

f)
9)

h)
i)

)

K)

g) Polipropilen tupler
h) Bilgisayar sistemi

3.2.3. Plazma TAFI Diizeyi Calisma Y 6ntemi

Tum resktifler ve plazma 6rnekleri islem 6ncesi oda 1sisina getirildi.

Standart egriyi olusturmak icin, en yiksek TAFI degeri 6,1 ug/mL olacak sekilde seri
dilisyonlar hazirlandh. Standart referans plazmalar 6nce TAFI’ den yoksun plazma ile
dilUe edilip sonra 6rnek diltenti ile daha ileri diltsyonlar hazirlandi. Standart referans
plazmamin 1/100 diliisyonda elde edilen TAFI degeri 6,1 pg/mL’dir. Ornek dillienti
kor olarak kullanildi.

Calisma 6rnekleri ve kontrol plazmalar ilk olarak TAFI’ den yoksun plazmaile ¥z diltie
edildi. Daha sonra 6rnek diltenti ile son diliisyon 1/200 olacak sekilde dilte edildi.
Microplate' in tim kuyucuklar1 300 pL yikamatamponu ile tg kez yikandi.
Microplate'in her kuyucuguna 100 pL standart ya da kontrol plazma veya 6rnek
plazmalarindan kondu. Uzeri strip ile kapatilarak oda 1sisinda bir saat enkiibe edildi.
Her kuyucuk 300 pL yikamatamponu ile t¢ kez yikandh.

Her kuyucuga 100 pL substrat (TMB) soliisyonu ilave edilip, oda 1sisinda 10 dakika
1s1iktan korunarak enkiibe edildi.

Tekrar her kuyucuk 300 pL yikamatamponu ile ¢ kez yikandh.

Her kuyucuga 100 pL substrat (TMB) soliisyonu ilave edilip, oda 1sisinda 10 dakika
1s1ktan korunarak enkiibe edildi.

Her kuyucuga 100 pL stop solisyonu ilave edilip, 30 dakika icinde 450 nm dalga
boyunda “microplate reader” ile okuma yapildi.

Bilgisayarda log-log grafik kullanilarak x eksenine kalibrator degerleri (pg/mL), y
eksenine de karsilik gelen absorbans degerleri isaretlenerek kalibrasyon egrileri
cizildi. Hastalar icin bulunan absorbans degerleri kalibrasyon egrisi Uzerinde
isaretlenerek karsilarina denk gelen TAFI diizeyleri belirlendi. Sonuglar pg/mL olarak
verildi.
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3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme “Scientific Package for Social Sciences (SPSS 11.0) for
Windows program ile yapildi. Gruplarin karsilastirilmasinda iki grup arasindaki farkin
anlamliliginin degerlendirilmesinde dagilimi uygun olanlarda student T testi, dagilimin uygun
olmadigi durumda da Mann-Whitney U-testi kullanildi, degerlendirmelerde p<0,05 anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Dr. Behget Uz Cocuk Hastanesi Kardiyoloji Bélimiine basvuran 54 ve Dokuz EylUl
Universitesi Pediyatrik Kardiyoloji Bilim Dalina basvuran 4, toplam 58 konjenital siyanotik
kalp hastalikli ¢cocuk hasta grubunu olusturdu. Siyanotik kalp hastalikli ¢ocuklarin ortanca
yas1 2 yil, ortalama yaslar1 ise 3,1+3,41 (0-16 yas) idi. Otuzaltisi (%62) erkek, 22'si (%38)
kizd.

Konjenital siyanotik kalp hastalikli ¢ocuklarin 27'sinde (%46,6) santsiz Fallot
tetralojisi, 10’unda (%17,2) patent Blalock-Taussig santli (BTS) Fallot tetralojisi, 2'sinde
(%3,4) pulmoner atrezili Fallot tetralojisi, 2'sinde (%3,4) total anormal pulmoner vendz
donus anomalisi, 2'sinde (%3,4) Taussig-Bing anomalisi, birer hastada da (%1,7) triklispit
atrezisi (TA)+ BTS, cift cikimli sag ventriktl+pulmoner stenoz (PS)+patent duktus arteriozus
(PDA)+major aortikopulmoner kollateral arter (MAPKA), tek ventrikil+pulmoner atrezi
(PA)+Glenn sant, cift cikimli sol ventrikil+blyluk arter transpozisyonu (BAT),
PA+ventrikuler septal defekt (VSD)+MAPKA, PA+VSD+BAT+BTS, BAT+PDA+BTS, cift
cikimli sag ventrikUl+BAT+PS+atriyoventrikiler septal defekt, TA+PSt+atriyal septal
defekt+Glenn santi, ¢ift cikimli sag ventrikil+BAT, BAT+V SD+Eisenmenger sendromu, agir
PStpatent foramen ovale vardi. Ellisekiz hastanin 15’'inde (%25,9) patent sant mevcuttu,
13’ Unde (%22,4) Blalock-Taussig sant, ikisinde (%3,4) Glenn sant vardh.

Kontrol grubunu ise Subat 2005 - Haziran 2006 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar: polikliniklerine basvuran 51 gocuk olusturdu. Kontrol grubu
olgularinin ortanca yas1 2 yil ve ortalama yaslar1 2,39+2,24 (0-12 yas) idi. Yirmidokuzu
(%57) erkek, 22'si (%43) kizdh.

KSKH’li olgularin ve kontrol grubu olgularimin yas, cins dagilimlarinda farklilik
saptanmadh (Tablo [11).
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Tablo I11: Calisma Gruplarinin Y as ve Cinse Gére Dagilimlar:

Hasta Grubu Kontrol Grubu
N 58 51
Ortancayas 2yl 2yl >0,05
Ortalamayas 31+341wyl 2,39 £ 2,24 yil
(0-16 yas) (0-12 yas)
Cins (E/K) 36/22 29/22 >0,05

Siyanotik kalp hastalikli grupta ortalama hemoglobin 14,81+2,83 g/dL (8,3-21,3 g/dL),
hematokrit %44,83+8,72 (%29,9-66), eritrosit sayisi 5,91+1,36x10%/mm? (3,63-10 x10%/mm?®),
ortalama eritrosit hacmi 77,7+10.6 fL (55,8-112 fL), trombosit sayisi 290.741+88.736/mm®
(82.000-482.000/mm?>) bulundu.

Kontrol grubunda ise ortalama hemoglobin 12,31+1,32 g/dL (10,8-17,1 g/dL), hematokrit
%36,5+4,54 (%31,8-54), eritrosit sayist 4,63+0,42x10°/mm® (3,87-6,0/mm°), ortalama
eritrosit hacmi 78,7+5.9 fL (68,2-98 fL), trombosit sayisi 294.492+96081/mm° (161.000-
435.000/mm?>) bulundu.

Iki grubun tam kan sayimi sonuclarimin karsilastiriimasinda KSKH'li olgu grubunda
hemoglobin, hematokrit, eritrosit sayisinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1
yukseklik ve trombosit sayisinda anlamli disuklik saptand: (Tablo 1V). Siyanotik kalp
hastalikli grubun icinde trombosit sayist tek bir olguda (%1,7) 82.000/mm’ ile
150.000/mm? in altindayd.

Sant1 olan ve sant1 olmayan hastalar karsilastirildiginda hemoglobin, hematokrit, eritrosit
sayisi ve trombosit sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadh (Tablo V).

Siyanotik kalp hastalikli grupta olgularin 22'sinde (%37,9) hematokrit %45'in
Uzerindeydi. Bu grupta olgularin 5’inde hematokrit %60’ in (%8,6) Uzerindeydi. Hematokriti
%45’ in Uzerinde olan hastalarin 9'unda Fallot tetralojisi, 2'sinde Blalock-Taussig sant1 olan
Fallot tetralojisi vardi, 11'inde ise karmasik konjenital siyanotik kalp hastalig: vardi.
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Tablo 1V: Calisma Gruplarinin Laboratuvar Bulgularinin Karsilastirilmasi

Hasta Grubu Kontrol Grubu p

Hemoglobin (g/dL) 14,81 + 2,83 12,31+ 1,32 <0.05
(8,3-21,3) (10,8-17,1)

Hematokrit (%) 44,83 £ 8,72 36,5+ 4,54 <0.05
(29,9-66) (31,8-54)

Eritrosit sayis (x10%/mm?) 591+ 1,36 4,63+ 0,42 <0.05
(3,63-10) (3,87-6,01)

Ortalama eritrosit hacmi (fL) 77,7+ 10,6 78,759 >0.05
(55,8-112) (68,2-98)

Trombosit sayis (/mm°) 290.741 + 88736 | 294.492+96081 | <0.05

(82.000-482.000) | (161.000-435.000)

Tablo V: Santh ve Santsiz Siyanotik Kalp Hastaligi Olanlarin Laboratuvar Bulgularinin
Karsilastirilmasi

Santh Siyanotik Kalp | Santsiz Siyanotik Kalp
Hastahgi Olanlar Hastahgi Olanlar p
n (%) 15 (25,9) 43 (74,1)
Hemoglobin (g/dL) 14,69+ 1,84 14,85 + 3,13 >0.05
(11,1-18,2) (8,3-21,3)
Hematokrit (%) 44,73 + 5,36 44,88 + 9,67 >0.05
(38,7-60,6) (29,9-66)
Eritrosit sayis (x10%/mm?) 5,73+ 0,86 5,99 + 1,50 >0.05
(4,43-7,6) (3,63-10)
Trombosit sayis (/mm?) 287.733 + 92.234 294.492 + 96081 <0.05
(178.000-492.000) (161.000-435.000)
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Siyanotik kalp hastalikli olgu grubunda tek bir hastada hem PZ, hem aPTZ uzun
bulundu, bu hasta santsiz Fallot tetralojisi olan 10 yasinda bir olguydu, PZ'si 17,3 sn ve
aPTZ'si 46,3 sn idi. Ayt olgunun hematokriti %59 idi. BuyUk arter transpozisyonu +
ventrikiler septal defekt + Eisenmenger sendromu olan 10 yasindaki bir hastada ise PZ 16,3
sn, aPTZ 40,2 sn bulundu, ayni hastanin trombosit sayisi da 82.000/mm® idi. Alt1 (%10,3)
olgudaise tek basina PZ’ de hafif uzama saptandi.

Planlanmasina ragmen hastalarin biyik bir kisminda D-dimer, fibrin yikim drdnleri,
fibrinojen duizeyi calisilamadigi igin bu parametrelerleilgili degerlendirme yapilamadh.

TAFI antijen diizeyi siyanotik kalp hastalikli cocuklarda 6.54+1.24 ng/mL, kontrol
grubunda ise 6,03+1,54 ng/mL bulundu. ki grup arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmadh (p=0,06) (Sekil 5).
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Sekil 5: Siyanotik kalp hastalikl: olgular ve saglikli kontrol olgularinda plazma TAFI diizeyi

Siyanotik kalp hastalikli grubu eritrositozun (hematokrit >%45) olup olmamasina gore
iki gruba ayirdigimizda TAFI antijen diizeyi eritrositozu olan grupta olmayan gruba gore
anlamli olarak dustk bulundu, sirastyla 6,03+1,31ng/mL (3,69-7,82) ve 6,86+1,09 nmg/mL
(5,04-9,48) (p=0,031) (Sekil 5).
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Sekil 6: Eritrositozu olan ve olmayan siyanotik kalp hastalikl1 olgularda plazma TAFI diizeyi
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5. TARTISMA

Konjenital siyanotik kalp hastalikli hastalarda hemostazdaki degisiklikler 50 yildan
fazladir bilinmektedir. Hemostazdaki degisiklikler hem kanama hem tromboz seklinde ortaya
cikabilir. Kanama diyatezinin polistemi, trombositopeni, trombosit islev bozukluklari, yaygin
damar i¢i pihtilasmasi, koagllasyon faktorlerinin yapiminin azalmasi, karaciger islev
bozuklugu, K vitamini eksikligi, primer fibrinolize bagli oldugu bildirilmektedir (2,4-9,
14,15).

KSKH'I1 olgularda koagulasyon anormalliklerinin primer fibrinoliz ile agiklanabilecegi
disuntlmistdr ve ilk kez Brodsky ve ark. 1969 da 6 hastada kisa 6globulin lizis zamanina
dayanarak antifibrinolitik olarak EACA verilmesiyle duzeltilebilen primer fibrinoliz
gostermislerdir. Bir baska calismada da KSKH’ deki primer fibrinolizin benzer sekilde EACA
ile tedavi edilebilecegi gosterilmistir. Ancak yapilan bu arastirmalarin cogu oldukca eski
yillara aittir (2,34).

Fibrinolizi degerlendirmede PZ, aPTZ, fibrin yikim Grdnleri, fibrinojen, D-dimer, tPA,
PAI-1, uPA, TAFIi, TF ve plazmin-antiplazmin kompleksi calisilabilir. Biz arastrmanzda
bunlardan PZ, aPTZ ve oldukga yeni, ve bu hasta grubunda yeri ¢ok iyi bilinmeyen bir
fibrinoliz inhibitora olan TAFI'yi calistik.

PZ ve aPTZ sonuclarinda tek bir hastada yasina gore hem PZ, hem aPTZ uzun idi, bu
hasta santsiz Fallot tetralojisi olan, hematokriti de yiksek olan bir olguydu. Hafif
trombositopenisi olan blyik arter transpozisyonu + ventrikuler septal defekt + Eisenmenger
sendromu olan bir hastada ise tek basina PZ uzunlugu vardi. Hastalarin %10,3 Ginde ise tek
basina hafif PZ uzunlugu vardi. Bu hastalarda karaciger fonksiyon testlerinin normal olmasi
nedeniyle D-dimer bakilamasa da kronik subklinik Y DIP ye veya K vitamininin barsaklardan
emilim bozukluguna bagli koagllasyon faktorlerinin yetersiz yapimina bagli PZ, aPTZ
uzamasi olabilecegi dusunuldi. Literatirde konjenital kalp hastalikli 235 olguda 1987’ de
hemostaz testleri calisilmistir (4). Olgularin 45’ inde (%19) anormal sonuclar elde edilmistir;
29 hastada (%12) sadece bir testte, ve 16 hastada (%7) > 2 testte anormallik saptanmustir.
Goel ve ak. da hemodtatik bozukluklarin KSKH’li olgularda sk gordldigint
dogrulamglardir (37). Yazarlar trombosit sayisi, kanama zamam, PZ, aPTZ, fibrinojen
diizeyi, D-dimer, faktor VII ve VIII ve antitrombini degerlendirmislerdir. Birden fazla testte
bozukluk gorulmesi siyanotik cocuklarda anlamli olarak daha fazla izlenmistir. Siyanotik
cocuklarin  blylk kisminda yiksek D-dimer dizeylerinin - bulunmas:  YDIPyi
desteklemektedir.
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Trombosit sayisi ¢calismamizda KSKH’l1 ¢ocuklarda anlamli olarak daha disik
bulunmustur. Ancak siyanotik kalp hastalikli grubun icinde trombosit sayisi tek bir olguda
(%1,7) 82.000/mm?® ile 150.000/mm*in altindayd.. Trombosit sayisi ve hematokrit diizeyleri
ters orantil1 gorilmektedir. Literatlrde polistemi ile iligkili olarak trombosit sayilarinda hafif
(100.000-150.000/mm°), bazen de 50.000/ mm?® gibi agir azalma bildirilmistir (4-8,19).
Onyedi siyanotik kalp hastalikli cocuk ile yapilan bir calismada 13 olguda trombositopeni
(150.000/mm™ iin altinda trombosit sayis)) saptandigi bildirilmistir. Ancak bu calismada
trombosit sayisi ve kanama zamani arasinda korelasyon saptanmamis, bu nedenle hastalarda
trombosit fonksiyon bozuklugunun olabilecegi dusunulmistir (22). KSKH’l1 gocuklarda
trombosit fonksiyon bozuklugunun goraldiigi ve konjenital kalp defekti icin yapilan dizeltici
cerrahiden sonra dizeldigi bircok yazar tarafindan bildirilmistir (26-28). Bu yazarlarin
calismalarinda trombosit salimm anormalliklerinin  (anormal epinefrin  konsantrasyonu,
adenozin 5 difosfat veya azalmis kollajen agregasyonu) ve dusik protrombin diizeylerinin
temel hemostaz bozukluklart oldugu ve polisteminin agirlig: ile iliskili oldugu gosterilmistir
(29).

Koagulasyon ve fibrinolitik sistem arasindaki baglantiy1 saglayan ve trombin tarafindan
aktive edilebilen fibrinoliz inhibitorii olan TAFI’nin konjenital siyanotik kalp hastalarindaki
hemostaza olan etkisini incelemek icin TAFI antijeninin plazma diizeylerine baktiginizda
hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli bir farklilik olmadigini gérdik
(p<0,05). Ancak hasta grubunda eritrositozu olan (hematokrit >%45) olgular ayrica
incelendiginde bu grubu olusturan 22 hastada (%37,9) TAFi Ag dizeyi eritrositozu olmayan
hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli disik bulundu, sirasiyla 6,03+1,31ng/mL
(3,69-7,82) ve 6,86+1,09 ng/mL (5,04-9,48) (p=0,031).

Bu konuda bizim yaptigimiz bu ¢alisma disinda literatiirde siyanotik konjenital kalp
hastaliginda fibrinolizin TAFI ile degerlendirildigi tek bir calisma bulunmustur. Yumoto ve
ark. tarafindan yapilan bu calismada bir yasin Gzerinde, kardiyovaskiler cerrahi gegiren 28
konjenital kalp hastalikli cocukta TAFI aktivitesi calisilmustir. Yirmisekiz hastanin 10'u
siyanotik kalp hastaligi, 18'i asiyanotik konjenital kalp hastaligi imis. Bu hastalardan anestezi
verilirken kan Ornekleri toplanmis ve TAFI aktivitesine %3,8'lik sitrath plazmada, taze
serumda ve trombin-trombomodulin kompleksi ile aktive edilmis plazmada bakilmis, TAFI
aktivitesi hippuril-L-arjinin sentetik substrat kullanilarak kolorimetrik olgim teknigi ile
belirlenmistir. Hematokriti %60’ in Gzerinde olan siyanotik konjenital kalp hastaligi olanlarda
serum TAFI aktivitesi ve serum trombin-trombomodulin TAFI aktivitesi asiyanotiklere gore
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anlaml olarak dusik bulunmustur. Bu nedenle kan viskozitesinin yiksek olmasi nedeniyle
fibrinolizi inhibe eden mekanizmalarin baskilandig: belirtilmistir (78).

Konjenital siyanotik kalp hastaliginda polistemi derecesi arttikca koagulasyon
parametrelerinin  bozuklugu belirginlesmektedir (1). Biz de bu g¢alismamizin sonucunda
polistemisi KSKH'’ |1 olgularda fibrinolizin baskilanms olabilecegini diistinduik.

Biz calismamizda TAFI aktivitesini degil, plazma TAFI antijen duizeyini degerlendirdik.
Degisik hasta gruplarinda yapilan bircok calismada tek basina TAFQ aktivitesi veya TAFI
antijen dizeyi ile birlikte TAFI aktivitesi degerlendirilmistir (69-76). Pazma TAFI antijeni ile
TAFi aktivitesinin birbiriyle korelasyon gosterdigi sonucuna varan ¢alismalarin yaninda TAFI
antijen duzeyi ve TAFI aktivitesi arasinda anlamli korelasyonun bulunmachgi, bunun da
aktive TAFI'nin yar1 6mruniin TAFI antijenine gore gok daha kisa olmasina ve aktive
TAFI'nin tuketilmesine bagli oldugu 6ne strtlmustir (79-80). Ceresa ve ark. tarafindan
TAFI'nin TAFI, aktive TAFi (TAFia), inhibe edilmis aktive TAFI (TAFlai), TAFiai'nin
yikim Urdnleri, aktivasyon peptidi gibi farkli sekillerde bulunmasi nedeniyle bunlarin ayr1 ayri
olctilmesiye TAFI aktivasyonunun daha iyi degerlendirilebilecegi belirtilmis ve bunun icin
cesitli 6zel ELISA yontemleri gelistirilmistir (81).

Calismamizdaki hastalarin prospektif izlemi olmadigindan, hastalarda daha sonra
gelisebilecek olan kanama veya tromboz ile ilgili klinik veriler izlenememistir. Ayrica
trombozun ve YDIP nin 6nemli bir belirteci olan D-dimer de calisilamadhg: icin tromboz ve
YDIP varlig: ile ilgili laboratuvar verilerimiz de yetersizdir. Bu nedenle, TAFI antijenindeki
disukligin tromboz veya YDIPde fibrinolizi inhibe etmek icin tiketilmesi sonucu
gerceklesip gerceklesmedigi yorumu yapilamaz.

Komplike konjenital kalp hastaliklarinda ¢cok sayida sutlr hattimin olmast ve uzamis
kardiyopulmoner bypass nedeniyle olusan kanamalar ciddi bir sorun olusturmaktadir.
Siyanotik kalp hastaliginda gozlenen bu artmuis kanama riskini azaltmak icin belki ileride
kullanimdaki antifibrinolitik ajanlarin yamnda TAFI’ nin medikasyon olarak kullanilabilecegi
disunulmustir. TAFL antijeni ve aktivitesinin azalmas: konjenital siyanotik kalp hastalikl
olgularda kanamaya yol acabilir. Ancak bu konuda kesin bir sonuca varilmasi icin daha ileri

caligmalara gereksinim vardir.
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6. SONUCLAR

1. Konjenital siyanotik kalp hastaligi olan olgularda hemoglobin, hematokrit, eritrosit
say1si saglikli kontrol grubu olgularina gore anlamli olarak yiksek bulundu.

2. Bir olguda hem PZ hem aPTZ uzun bulundu, diger bir olguda ise PZ uzunlugu ile
birlikte hafif trombositopeni saptandi. Hastalarin %10,3' iinde ise tek basina hafif PZ
uzunlugu vardh.

3. TAFI antijen dizeyi siyanotik kalp hastalikli ¢ocuklarda 6.54+1.24 ng/mL, kontrol
grubunda ise 6,03+1,54 mg/mL bulundu. iki grup arasinda istatistiksel anlaml fark
saptanmadh (p=0,06).

4. Siyanotik kalp hastalikl1 grubu eritrositozun (hematokrit >%45) olup olmamasina gore
iki gruba ayirdigimizda TAFI antijen diizeyi eritrositozu olan grupta olmayan gruba
gore anlamli olarak disik bulundu, sirasiyla 6,03+1,31ng/mL (3,69-7,82) ve
6,86+1,09 ng/mL (5,04-9,48) (p=0,031).

5. Hematokriti %45’in Uzerinde olan konjenital siyanotik kalp hastalikli olgularda
fibrinoliz inhibisyonunun azalmis olabilecegi ve bunun sonucunda bu hastalarda
kanamaya egilim olabilecegi dusundld.
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