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ONSOZ

Damarlarda vaskiiler biitiinliiglin bozulmasinin ardindan, hasarli bdlgenin
onarimi ve kanin durdurulmasi i¢in kan pihtis1 olusumu ve olusan pihtinin kontrollii
bir sekilde ¢ozlilmesi ancak hemostaz ile agiklanabilir. Kan pihtilagsmasi ise, herhangi
bir nedenle damar disina ¢ikmakta olan kani viicutta tutmak i¢in organizmanin
gosterdigi onemli bir fizyolojik reaksiyondur. Bu agidan diisiiniildiigiinde pihtilasma,
yasamsal faaliyetlerin devamlilig1 i¢in hemoztazin bir pargasi olmaktadir. Bu sebeple
kan pihtilagmasi, fizyolojik ve patolojik olaylarda vital 6neme sahiptir. Pihtilagsmaya
bagli bozukluklar1 erken donemde teshis etmek icin en Onemli Olgiit, pihtilagsma
siirelerinin belirlenmesidir. Pihtilasma siireleri, pihtilasma kaskatinin 6nemli bir
pargasi olan pihtilasma faktorlerinin islevlerine bagli olarak degisiklik gosterir. Bu
asamalarin  kontrolli, hayvanlarda insanlarda oldugu gibi cesitli testlerle
saglanmaktadir. Hasta hayvanlara uygun olan testlerin se¢ciminde, alinan anamnez ve
klinik belirtilerden yararlanilmalidir. Hastalik sliphesiyle gelen hayvanlarda primer
veya sekonder olarak ortaya cikan hemostatik hastaliklarin teshisi ancak dogru

yorumlanan laboratuvar testleriyle konabilir.

Bu tez ¢alismasinda pihtilasma profili heniiz belirlenmemis olan énemli gen
kaynagimiz Sivas Kangal kopeklerinde yas ve cinsiyet gibi fizyolojik degisiklikler
g0z onunde bulundurularak parametrelerinin belirlenmesi, bu hayvanlardaki irka
bagli hemostatik bozukluklar hakkinda fikir sahibi olmamizi1 saglayacagi ve ayni
zamanda elde edilen verilerin gerek temel bilimler gerekse klinik bilimlere 1s1k
tutacagl diisiincesiyle yola ¢ikildi. Calisma sonuglart degerlendirildiginde, elde
edilen pihtilagsma degerlerinin, yerli gen kaynagimiz olan Sivas Kangal kdpekleri
basta olmak tizere diger kopek irklart i¢in de referans olacak nitelikte oldugu

distiniilmektedir.

Bu surecte, doktoraya basladigim ilk giinden beri bana inanan ve glivenen,
bilimin 151g81ndan ve etik degerlerden ayrilmadan bilimsel olarak kendimi gelistirmem
icin beni her daim cesaretlendiren, hayatin her alaninda 6rnek alinmasi gereken bir

bilim insan1 olan ve her zaman “iyi ki danigmanim olmus” dedigim degerli
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1. GIRIS

Genel bir ifadeyle kan kaybinin onlenmesi anlamina gelen “Hemostasis”,
Yunanca, “haeme” - kan ve “stasis” - durmak, durdurmak kelimelerinin birlesimden

olusmustur (Palta ve ark., 2014).

Hemostaz, vaskiiler biitiinliiglin bozulmasinin ardindan, hasarli bolgenin
onarimi ve kanin durdurulmasi i¢in kan pihtist olusumu ile olusan pihtinin
¢oziilmesinin, patolojik piht1 (tromboz) olusturmaksizin kontrollii bir sekilde
saglanmasidir (Casanave ve Tentoni, 2014; Deniz, 2000; Gale, 2011 ve Gentry,
2004).

Hemostazin bir pargasi olan ve yasamsal olarak biiyilk 6nem tasiyan kan
pihtilagsmasi, herhangi bir nedenle damar disina ¢ikmakta olan kani viicutta tutmak
icin organizmanin gdsterdigi Onemli bir fizyolojik reaksiyon, karmasik bir
mekanizmadir. Buna gore pihtilasma, kan damarlarinin biitiinligiiniin bozulmasina
bagli olarak, hasarli doku, kan damar1 ve organlardaki fazla kan kaybim1 6nlemek
amaciyla viicudun gosterdigi bir seri olaylar biitiiniidir (Deniz, 2000; Gentry, 2004;
Jobling ve Eyre, 2013 ve Smith, 2010).

Kan pihtilagsmas: aslinda sadece hemostazin saglanmasinda degil aym
zamanda pek c¢ok fizyolojik ve patolojik olayda da kritik 6nem tasir. Cerrahi,
anestezi ve diger pek ¢ok invaziv islem gerektiren patolojik durum, ilk olarak
haemopoetik sistem tarafindan diizeltilmeye calisilir. Ancak viicuttaki bu denge,
travma, sitokinler ve infeksiydz ajanlar tarafindan bozulabilir. Bu nedenle klinikte
preoperatif dénemde hasta hayvan hem hemorajik hem de trombotik abnormaliteler
bakimindan incelenmelidir. Cilinkii var olan herhangi bir abnormalite, hipoksi,
hipotermi, metabolik asidoz veya ¢ok daha ciddi boyutta bir dolasim bozuklugunu
tetikleyebilir (Kurachi ve ark., 2000 ve Palta ve ark., 2014). Pihtilasma sureleri,
pihtilasmanin tiim asamalarinda rol oynayan pihtilasma faktorlerinin islevlerine bagh

olarak degisiklik gosterir. Bu asamalar, insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da ¢esitli

1



testlerle kontrol edilmektedir. Bu testlerin sonuglari, diger tiim laboratuvar testlerinde
oldugu gibi, kullanilan yonteme ve bireyden bireye farklilik gosterebilir (Deniz, 2000
ve Wiinberg ve ark., 2007).

1.1. Tarihgesi

Ik ¢aglardan beri kanin pihtilasmasiyla ilgili teoriler ortaya atilmaktadir. Bu
konuyla ilgili ilk ¢alismalar M.O. 400’lere, tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat’a
kadar dayanir. Ardindan Aristotales pihtilagmanin kani sogutmakla miimkiin
oldugundan bahsetmistir. 1770’lerde William Hewson, pihtinin hiicreler olmadan,
kanin sivi kismi1 ve lenften meydana gelen pihtilagsma islemlerinden olustugunu
bularak kanin sogutulmasi teorisini c¢irlitmiistiir. 1800’lerde fizyolog Johannes
Miiller fibrin ve trombusun igerigini tanimlarken, ayni donemde Rudolf Wirchow,
eriyebilir bir 6nciil olan fibrinojeni tanimlanmig, Sylvian Denis ise izole etmistir.
1865°de trombositler, Giulio Bizzozero tarafindan tamimlanmis, 1882’de
fonksiyonlart agiga c¢ikarilmistir. 1890°da ise Arthus, pihtilagsma i¢in kalsiyumun
gerekli oldugunu kesfetmistir. Bu zaman dilimi i¢inde bir¢ok calisma yapilmaya
devam edilmistir. Ozellikle 20. yiizyil iginde pihtilasma faktdrlerinin bulunmasiyla
ilgili ¢alismalar ivme kazanmistir. Ancak kanin pihtilagma kavraminin agiklanmasi,
1962 nin sonu 1963’iin basinda Davie ve Ratnoff’'un Washington Universitesi’ nde
yaptiklar1  calisma sonucu  “waterfall squence”; aymi yillarda Oxford
Universitesi'nden Macfarlane’ nin ise “coagulation cascade” olarak isimlendirdikleri
ve suan ki pithtilagma kaskatinin asil prensiplerinin 6zetlendigi ¢aligmalarla, miimkiin

olmustur (Castellone, 2008; Davie, 2003 ve Palta ve ark., 2014).



1.2. Hemostatik Mekanizma

Hasarl1 bir damarda viicudun gosterdigi ilk tepki vazokonstriksiyondur. Bu
pihtilagmanin ilk eylemidir. Pihtilagsma, kan dolagiminda bulunan ve hiicresel sistem
elemanlarindan olan trombositlerin aktive olarak trombosit tikaci olusturmasiyla
baslar. Bu siire¢ protein yapisindaki pithtilasma faktorleri ve pihti olusumunun en
onemli enzimi olan trombin aktivasyonuna bagli sekillenen fibrin plagi olusumu ile
devam eder. Ardindan fibrinolitik enzimler ile fibrin plaginin uzaklastirilip, kanin
damarda normal bir sekilde akmasinin saglanmasi ile sonlanir. Kisaca dort ana
basamaktan olusan kontrollii ve dengeli bir etkilesimin sonucunda sekillenir

(Dahlbach, 2000; Getry 2004 ve Smith; 2010).

Vazokonstriksiyon,
Trombosit aktivasyonu, trombosit tikaci olusumu,

Fibrin plagi olusumu,

> W n e

Fibrinolizis ile normal kan akiminin saglanmasi.

Pihtilagma, genel olarak iki mekanizma iizerinden gerceklesmektedir (Kurachi ve

ark., 2000 ve Palta ve ark., 2014). Bunlar;

1. Primer Hemostaz
a. Vazokonstriksiyon
b. Trombosit aktivasyonu

Trombosit adhezyonu ve agregasyonu

Trombosit tikaci olusumu

2. Sekonder Hemostaz

a. Pihtilasma kaskadi

Trombin olusumu

Fibrin plagi olusumu

b. Fibrinolizis



1.2.1. Primer Hemostaz

Primer hemostaz, damar endotel hasarinin az oldugu durumlarda kanamanin
durmasi i¢in yeterlidir. Baslica endotel hiicreleri, trombositler ve von Willebrand
faktor (VWF) rol oynar. Trombosit tikact olusumuyla sonlanir (Gezer, 2012; Jobling
ve Eyre, 2013 ve Palta ve ark., 2014).

1.2.1.1. Vazokonstriksiyon

Kan damarlarinda bir yaralanma olustuktan sonra kanin damar disina ¢ikisini
azaltmak icin ilk olarak damar duvari kontraksiyon yapar. Bu kontraksiyon;
katekoleminler  (epinefrin), prostaglandinler ve sempatik nervoz refleks
(norepinefrin) ile damar duvarindaki miyofibrillerin lokal myojenik spazmi sonucu
gelisir. Ayrica damar endoteli ve trombositler tarafindan iiretilen tromboksan A;
(TxAy), serotonin, bradikinin ve fibrinopeptidler gibi lokal mediyatorler de
vazokonstriksiyona yardimci olur. Nervoz refleks, hasarli doku veya cevre
dokulardan  kaynaklanan agr1 impulslarinin  bolgedeki duyu  sinirlerince
algilanmasiyla sekillenir. Damarda sekillenecek olan kasilimin siddeti, travmaya
ugrayan damar bolgesinin genisligine bagli olarak degisir. Buna gore kanama, keskin
cisim yaralanmalarinda ezik yaralarindan daha fazla olur. Diger bir deyisle ezik
yaralarinda, spazmin fazla olmasina bagl olarak kanama, daha az olur (Kalaycioglu,
1979 ve Teller ve White, 2009). Kanama, damarda meydana gelen kesinin sekliyle
de ilgilidir. Tam bir keside vazokonstriksiyon etkili olurken, lateral kesilerde

kanamanin durdurulmasina bir etkisi yoktur (Bulut, 2015).



1.2.1.2. Trombosit Aktivasyonu

Damar endotelindeki yaralanmay:1 takip eden siiregte, damar duvarindaki
spazmin ardindan trombositler, bolgede ‘trombosit tikaci’ denilen primer tikag
olusumundan  sorumludur. Memelilerde  trombositler, kemik iligindeki
megakaryositlerin sitoplazmasindan tiiremis, graniiller iceren, bikonveks yapidadir.
Icerdikleri aktin, miyozin ve kasilmayla ilgili diger proteinler ile disk sekli
korunmakta ve bu sayede trombosit tikacinin bliziigmesi saglanmaktadir.
Trombositler ¢evrelerinde diger hiicrelerinkine benzer sekilde, iki tabakali fosfolipid
yapida ve hidrofobik o6zellikte bir zar bulundurur. Bu fosfolipid tabakasi, trombosit
aktivasyonunun ilk evrelerinde, trombositlere yanal hareket kabiliyeti saglar ve
trombositlerin sinyalizasyonunu giiclendirir. Trombositlerin 3 farkli tip graniilleri

vardir. (Palta ve ark., 2014; Smith, 2010 ve Triplett, 2000).

1. o- grandller; P-selektin, fibrinojen, fibronektin, faktor V, faktor VIII,
faktor IV gibi pihtilagsma faktorlerini; tromboglobin, trombosit kokenli
blyume faktort ve timor biyltme faktori (TGF-o) gibi trombosit
proteinlerini ihtiva eder.

2. o- granuller; adenosine difosfat (ADP), adenosine trifosfat (ATP),
kalsiyum (Ca™), serotonin, histamin ve epinefrin gibi kigclik
molekiilleri ve iyonlar ihtiva eder.

3. Lizozomal graniller

Primer hemostaz, dolagimdaki trombositlerin, adheziv proteinler yardimiyla,
damar duvarindaki endoteliyal hucrelerin ylizeylerinde bulunan kollajen spesifik
glikoprotein Ia/lIla yiizey reseptorleri ile dogrudan baglanmasiyla baslar (Hackner,
2011 ve Palta ve ark., 2014). Bu baglanmayla a¢iga ¢ikan kimyasal sinyaller ile
dolasimdaki diger trombositler de bdlgeye gelir. Bu durum trombosit agregasyonunu
aciklar. Trombosit aktivasyonu ve agregasyonunu indiikleyen biyolojik agonistler

arasinda trombin, epinefrin, TxA2, ADP sayilabilir (Triplett, 2000).



Damar duvarimi ddseyen endotel hiicreleri, negatif yiiklii heparin benzeri
glikozaminglikanlar, notral fosfolipidler gibi trombosit ve pihtilasma inhibisyonu ile
fibrinolizis  aktivasyonu saglayan birgok multiple faktériin sentez ve
salgilanmasindan sorumludur. Buna karsilik subendoteliyal tabaka ise yliksek oranda
trombosit adezyonu saglayan vWF ve laminin, trombospondin, vitronektin gibi
trombojenik 6zellikli diger proteinler ve kollajen ihtiva eder (Palta ve ark., 2014;

Triplett, 2000 ve Yan ve ark., 2016).

Von Willebrand faktér (vWF), hasarli damar endotelinde trombositlerle
baglanan temel protein olarak bilinir. Damar endotel hiicreleri ve megakaryositler
tarafindan sentezlenip endotel hiicrelerinde depolanan, 500-200,000 kDa molekiil
biiyiikliigiine sahip, kompleks multimetrik bir glikoproteindir. insanda ve kopekte
(Doberman, Alman Coban Koépegi, Alman Pointer, Golden Retriever, Tazi, Kurt
Kopegi, Terrier, vb.) en yaygin kanamaya bagl kalitsal hastalik, vWF’nin yapisal
veya sayisal yetersizligine bagli olarak sekillenen von Willebrand hastaligidir.
Insanlardakine benzer sekilde kopeklerde de kalitsal bir hastalik oldugu, Dodds’a
(1975) ve Johnstone ve Crane’ye (1981) gore, 1970°de Alman Coban kopeklerinde,
Gopegui ve Feldman’a (1997) gore ise 1972°de Iskog Terrier kopeklerinde tespit
edilmistir. Bu hastalik daha sonra domuz, tavsan, at, sigir ve kedi de tanimlanmistir
(Barr ve McMichael, 2012; Brooks, 1999; Gopegui ve Feldman, 1997 ve Lobetti ve
Dippenaar, 2000).

Trombositlerin 6zel trombosit glikoproteinlerinin (Ib, IX, V), kollajen liflerle
baglanmasina vWF bir koprii gibi aracilik eder. Boylece trombositler ile kollajen
spesifik glikoprotein [a/lla arasinda kurulan baglanti kuvvetlendirilmis olur. von
Willebrand faktor, glikoprotein 1b-1X-V kompleksi ve yiizey kollajeninin
baglanmasinda bir koprii gibi rol oynarken, pihtilagmanin devamliliginin
saglanmasinda ise faktor VIII rol oynar. Bu baglanma ile trombositler aktive olur ve
graniil igeriklerini a¢iga ¢ikarir, bu da diger trombositlerin ve lokositlerin
aktivasyonunu saglar. Trombositler aktive oldugunda VWF, glikoprotein Ila/IlIb’ye

de baglanir. Trombositler, gerekli olan diger pithtilasma faktorlerinin baglanabilmesi



icin fosfolipid ylizeylerini agiga ¢ikararak sekil degisikligine ugrarlar (Brooks,1999;
Gopegui ve Feldman, 1997; Hackner, 2011; Harvey, 2015; Jobling ve Eyre, 2013,;
Lobetti ve Dippenaar, 2000 ve Triplett, 2000). Bu sirada trombositlerin sitozollerinde
kalsiyum konsantrasyonu artar. Kalsiyum protein kinaz C’yi aktive eder bdylece
fosfolipaz A, (PLA;) aktive olur. Fosfolipaz A, glikoprotein IIb/Illa’ y1 modifiye
eder ve fibrinojene baglanma affinitelerini arttirir. Ayni zamanda kalsiyum da
fosfolipidler ile baglanir ve boylece ikincil trombosit aktivasyonu gelisir. Aktive olan
trombositlerden sentezlenip saliverilen TxAj, yine bu trombositlerden salgilanan
ADP ve serotonin ile membran fosfolipidlerinden salgilanan trombosit aktive edici
faktor (PAF) agonist bir etkiyle birlikte bolgeye trombosit agregasyonunu ve
trombositlerin fibrinojene baglanma isteklerini daha da arttirir. Artan bu trombosit
y1gin1 trombosit tikact formuna doniisiir. Béylece primer hemostaz tamamlanmis olur

(Harvey, 2015; Jobling ve Eyre, 2013 ve Palta ve ark., 2014).

1.2.2. Sekonder Hemostaz

Pihtilasma kaskat1 ile tamimlanip pihtilasma faktorlerinin ardisik olarak
birbirlerini aktive etmeleri ile agiklanan enzimatik siirecin ardindan fibrinojenin
fibrine doniisiimii ve fibrinin polimerize olarak stabil bir fibrin pihtisinin olugmasi ile
devam eden ve son olarak fibrinolizis ile damardan normal bir sekilde kan akiminin
saglanabilmesi ile sonuglanan islemleri kapsar (Brooks, 1999; Gale, 2011; Hackner,

2011 ve Palta ve ark., 2014).

1.2.2.1. Pihtilasma Kaskati

Pihtilagma kaskatinin amaci, ¢oziilebilir bir protein olan fibrinojeni ¢éziinmez
hali olan fibrine doniistirmek ve trombositlerle birlikte stabil trombusu
sekillendirmek ve boylece yaranin kapanmasini hizlandirmaktir. Olusan fibrin
trombusun etrafini bir ag gibi sararak pihtiy1 giiclendirir. Bu olayda, plazmada inaktif
onciiller (zimojen) olarak bulunan, proteaz ayrilmasi ile aktif hale gecen ve

pihtilagma faktorleri olarak bilinen pihtilagsma proteinlerinin biiyiik boliimii rol oynar



(Cizelge 1.1).

sekillenebilmesi i¢in ii¢ ana mekanizma vardir (Gale, 2011; Gentry, 2004 ve Yavru,

2006). Bunlar;

Bu zimojenlerin aktif hale doniisiip pihtilagma kaskatinin

1. EKkstrinsik (eksojen) yol (doku faktorii yolu, dis sistem)

2. Intrinsik (endojen) yol (temas aktivasyon yolu, i¢ sistem)

3. Son ortak yol

Cizelge 1.1. Pihtilagma faktorleri (Palta, 2014’den modifiye edilmistir).

E;hl:tlg:%ma Diger Ad1 Sentezlendigi Yer
Faktor | Fibrinojen Karaciger
Faktor 11 Protrombin Karaciger*
Trombin - Plazma

Faktor 111 'Ig:)okndb:;o‘:ggg:g, Damar endoteli
Faktor 1V Kalsiyum (Ca)

Faktor V Labil Faktor Damar endoteli
Faktor VII Prokonvertin Karaciger
Faktor VII1 Antihemofilik Faktor Damar endoteli
Faktor IX Christmas Faktor Karaciger
Faktor X Stuart-Prower Faktor Karaciger
Faktor XI (F))rllizurlnua tromboplastin Karaciger
Faktor XII Hageman (Temas) Faktor Karaciger
Faktor X111 Fibrin stabilize edici faktor | Karaciger
\éc;rlltg/ylllebrand VWF Damar endoteli
Prekalikrein - Karaciger
Kininojen HMWK Karaciger
Protein C - Karaciger
Protein S - Karaciger
Trombomodulin | TM Damar endoteli
Plazminojen - Karaciger
Doku tip

plazminojen t-PA Karaciger
qktivat('jru

Urokinaz tip

plazminojen u-PA, prourokinaz Bilinmiyor
aktivatoru

* K vitamini bagiml protein.




1.2.2.1.1. Ekstrinsik (Eksojen) Yol (Doku Fakotorii Yolu, Dis Sistem)

Doku tromboplastini (Faktor-I11, doku faktorii, TF) tarafindan baslatilan ve
protrombinaz kompleksinin sekillendirildigi yoldur. Doku faktorii, 6zellikle plasenta,
beyin ve akcigerde olmak {iizere monosit ve endotel hiicrelerinde de bulunan
lipoprotein yapisinda bir kofaktordiir. Dokularda meydana gelen hasara bagli olarak
hicrelerden Faktor-VII ve doku fosfolipidleri agiga ¢ikar. Faktor-VII, stromal
fibroblastlar ve 1okositlerden salinan Faktor-III ile bulusur ve aktive olmus Faktor-
VIla’y1 sekillendirir. Faktor-Vlla ise, Faktor-X’ u Ca*™ ve doku fosfolipidlerinin
varliginda aktive olmus Faktor-Xa’ ya dondstiiriir. Faktor-Xa, Faktor-V’ in aktive
olmasin1 saglar. Faktor-Xa ve doku fosfolipidleri kompleksi ile Faktor-Va ve Ca™
kompleksinin hepsine birden “protrombinaz kompleksi” ya da “protrombin

aktivatorii” denir (Dahlback, 2000; Deniz, 2000; Gale, 2011 ve Harvey, 2015).

EKSTRINSik YOL

DOKUFOSFO-

T e Protrombinaz

Kompleksi

FAKTORII

FAKTﬁRvn—l-» FAKTOR VIla
CaH

-
oo FAKTORX

/
/
/

FAKTOR Xa
caH

FAKTOR V/ s ( FAKTOR Va /

Sekil 1.1. Ekstrinsik yol.



1.2.2.1.2. intrinsik (Endojen) Yol (Temas Aktivasyon Yolu, I¢ Sistem)

Kanda bulunan trombositler tarafindan temas aktivasyonuyla baslatilip
protrombinaz kompleksinin sekillenmesiyle sonug¢lanan yoldur. Bu mekanizma
yiiksek molekiil agirlikli kallikrein, prekallikrein ve Faktor-XII tarafindan primer
kompleksin sekillenmesiyle baslar. Oncelikle damar hasarimi takiben ortaya ¢ikan
kollajenin, Faktor-XII'yi aktive eder. Aktive olan Faktor-Xlla, plazma
prekallikreinini (PK) kininojen yardimiyla kallikreine doniistiiriir. Aktive olan
Faktor-Xlla, Faktor-X1 (Plazma tromboplastin 6nctli) ile enzimatik reaksiyona girer
ve onu aktive eder. Faktor-Xla, Ca*™ varliginda Faktor-IX u aktive eder. Bunun yani
sira hasarli kan damarinda Faktor-1ll ve doku fosfolipileri de zaten agiga
cikmaktadir. Faktor-1Xa ise Faktor-VIII’i (antihemofilik faktor), Cat+ ve
fosfolipidler ile birlikte Faktor-VIIla’ ya aktive eder. Ardindan Faktor-11la, Faktor-
Vllla ve Faktor-1Xa birlikte Faktor-X’u aktive eder. Aktive olan Faktor-Xa, Ca*™
varhiginda Faktor-V (proaccelerin) ile enzimatik reaksiyona girer ve onu Faktor-
Va’ya g¢evirir. Bu asamadan sonra i¢ ve dis sistem birlikte yiiriir. Aktive olan Faktor-
Va, Faktor-Xa, Faktor-Illa birlikte “protrombin kompleksini” sekillendirir. Bu
kompleks Ca™ ve fosfolipidler varliginda protrombini (Faktor-11) trombine aktive
eder (Deniz, 2000; Gale, 2011; Wu, 2015 ve Yavru, 2006).
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INTRINSIK YOL

Trombositlerin
Doku Kontakt
Hasari Aktivasyonu

FAKTOR XII FAKTOR Xlla Prekallikrein
HMWK
FAKT(")RXI—I—b FAKTOR XLz
caH

FAKTOR |X o)
FAKTOR VI

DOKUFOSFO- +
o T @

FAKTOR Vllla

) FAKTOR X FAKTOR Xa
caﬂ
FAKTORV 7—» FAKTOR Va

Protrombin
Kompleksi

FAKTOR IlI

FAKTOR llla

/ FOSFOLIPIDLER

PROTROMBIN e} TR0/IBIN
caﬂ

Sekil 1.2. intrinsik yol.

1.2.2.1.3. Son Ortak Yol

Pihtilagsma kaskatindaki merkezi serin proteazi olan trombin bu yolda kritik
bir dneme sahiptir. Cunku trombinin gorevlerinden biri de fibrinojeni (Faktor-I)
¢coziinmez fibrine doniistiirmek ve bdylece hemostazin devamliligini saglamaktir.
Ayrica aktive ettigi fibrin stabilize edici faktdr (Faktor-XIII1) ve Ca™ varliginda

fibrin monomerleri arasinda kovalent baglar olusmasini saglayarak fibrini daha

11



saglam olan fibrin polimerlerine doniistiiriir. Boylece stabil bir fibrin plagi olusmus

olur (Gale, 2011; Kalaycioglu, 1979 ve Yavru, 2006).

SON ORTAK YOL

Trombin
FAKTOR | (FIBRINOJEN) meesssssssd FiBRIN MONOMERI

FAKTORXIII  FAKTOR Xllla
Ca*
Trombin

FIBRIN PLAGI (fibrin polimerleri)

Sekil 1.3. Son ortak yol.

1.2.2.2. Fibrinolizis

Asir1 pthtilasmay1 ve damarda tamamiyla bir trombus sekillenmesini 6nlemek
amaciyla hemostaz ve iyilesmeyi takiben fibrinin ¢oziilmesi, fibrinolizis olarak
tanimlanan bir seri islemden olusur (Chapin ve Hajjar, 2015; Jobling ve Eyre, 2013
ve Rasche, 2001). Casanave ve Tentoni’ye (2014) gore tiim omurgalilarda
pihtilagmay: takip eden siirecte fibrinolizis sekillenirken, omurgasizlarda sadece kan

cisimciklerinin kiimelenmesi goruldr.

Fibrin trombusu, bir serin proteazi olarak dolasimda inaktif halde bulunan,
plazminin 6n maddesi olan ve memelilerde primer olarak karacigerde sentezlenen
plazminojen tarafindan yikimlanir. Plazminojen, fibrin ve fibrinojene baglanir ve
pihtiya dahil olur. Ardindan normalde inaktif halde bulunan ve doku hasarmi takiben
damar endotel hiicrelerinden salinan doku plazminojen aktivatoriine (tPA) ve daha az
olarak da tiirokinaz gibi primer serin proteazlar1 pihtiya dahil olan plazminojene

baglanarak onu aktif proteolitik plazmine yikimlar. Plazminin gorevi, polimerize
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fibrin liflerini ayirip fibrini pargalamaktir (Casanave ve Tentoni, 2014; Chapin ve
Hajjar, 2015 ve Jobling ve Eyre, 2013).

Fibrinin pargalanmasini takiben fibrin yikim iiriinleri ortaya ¢ikar. Bunlara fibrin
bozulma uriinleri (FDPs, FYU) denir. Bunlar trombin ile tamamlanir ve ¢ok yavas
bir sekilde fibrinojenin fibrine doniislimiinii azaltir. Fibrinolitik sistem aktivitesinin
degerlendirilmesinde FYU olgiilmesi bir tam1 yontemi olarak kullanilmaktadur.
Plazmin aktivitesi, damar endotel hiicreleri tarafindan diizenlenir. Plazmin gdrevini
tamamladiktan sonra, fibrinoliziste oldukc¢a 6nemli role sahip olan serin proteaz
inhibitorleri (serpinler) olarak da bilinen; tip | ve tip 2 plazminojen aktivator
inhibitorleri (PAI-1 ve PAI-2) ile o2-antiplazmin (A2AP) tarafindan yikimlanir.
Bunlardan PAI-1, endotel hiicrelerde ve trombositlerde; PAI-2 ise akyuvarlarda ve
plasentada sentezlenir (Casanave ve Tentoni, 2014; Chapin ve Hajjar, 2015 ve
Yavru, 2006).

1.3. Pihtilasma Kofaktorleri ve inhibitorleri

Pihtilagma kaskatinin sorunsuz ve eksiksiz bir sekilde ilerleyip pihtilagsmanin
tamamlanabilmesi i¢in bir takim kofaktorlere ihtiya¢ duyulur. Aksi bir sekilde
pihtilasma kaskatinin ¢esitli inhibitorlerle baskilanmasi da miimkiindiir. Bunlarin
bilinmesi, ayirict testlerin uygulanmasinda ve pihtilasma hastaliklarinin teshisinin

konulmasinda kolaylik saglamaktadir.

Pihtinin  kararliligt ve pihtilasmanin  siirdiiriilebilmesi  i¢in  kalsiyum
konsantrasyonu ve negatif yiiklii fosfolipidlerin varligi biiyiik 6nem tasir. Bunlardan
Ca'", fosfolipid tenaz ve protrombinaz kompleksinin trombositlerin fosfolipid
yiizeylerine baglanmasini saglar ve bu islevin sorunsuz gerg¢eklesmesi igin gereklidir.
Fosfolipidler ise trombositlerin aktivasyonu ve pihtilasma kaskati sirasinda protein
yapidaki Onciillerin toplanmasi i¢in bir nidus (yuva) gorevi Ustlenir (Chapin ve
Hajjar, 2015; Dahlback, 2000 ve Yavru, 2006).
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K vitamini, Faktor-11, Faktor-VI1, Faktor-1X, Faktor-X gibi dort serin proteaz
yapisindaki pihtilasma faktoriine karboksil gruplarinin (Protein C, Protein S gibi)
eklenmesiyle, bu faktorlerin karboksillenerek, y-karboksiglutamata (Gla) doniismesi
ve aktif hale gelebilmesi i¢in gereklidir. K vitamini bu karboksillenme islemi i¢in
gerekli olan, hepatik gamma-glutamil karboksilaz  (y-GK) denilen enzimin
kofaktoriidiir. K vitamini eksikliginde bu enzimatik reaksiyon tamamlanamayip
pihtilasma kaskati sekteye ugrayacagi gibi pihtilasma faktorlerinin  ¢ogunun
karacigerde yapildig1 da diistliniildiigiinde, K vitamini eksikliginde bu faktorlerin
yapimi da baskilanacagi i¢in pihtilasma gerceklesemez. Bunun yaninda antikoagulan
ilag kullanimi ile siroz ve hepatoselliiler karsinoma gibi karaciger hasarina sebep
olan hastaliklar sonucunda da pihtilasma olumsuz yonde etkilenir (Ar, 2013;

Caldwell ve ark., 2006; Hackner, 2011 ve Yavru, 2006).

Protein C, karacigerde sentezlenir ve pihtilasma inhibitorlerinin baginda gelir.
Bilinen en iyi fizyolojik antikoagulandir. Faktor-Va ve Faktor-VIla’yr parcalar.
Trombinin trombomodulinle baglanmasiyla aktive olur ve islevini yapabilmek igin
ise protein S’ye ihtiya¢ duyar. Protein C ve protein S’nin kalitatif veya kantitatif
eksikliginde trombofili (tromboz) egiliminde artisa neden olur (Caldwell ve ark.,
2006; Gale, 2011 ve Yavru, 2006).

Antitrombin (AT), trombin, Faktor-1Xa, Faktor-Xa, Faktor-Xla ve Faktor-
Xlla gibi serin proteaz kofaktorlerini inaktive eden, karaciger ve endotel hiicrelerinde
sentezlenen bir serin proteaz inhibitoriidiir. Glikozaminglikanlar ve heparin siilfatin
antitrombine baglanmasi inhibitdr etkiyi arttirip trombin aktivasyonunu azaltir.
Kalitatif veya kantitatif olarak antitrombinin azalmasi da trombofili egilimde artisa

sebep olur (Caldwell ve ark., 2006; Palta ve ark., 2014 ve Yavru, 2006).

Doku faktorti yolu inhibitérleri (TFPI), endotel hicrelerinde sentezlenip,
plazmada diisik yogunluklu lipoproteine (LDL) bagli olarak bulunuan
polipeptitlerdir. Doku faktorli ile aktive olan Faktor-VII ve Faktor-X’nun

aktivasyonunu engeller. Heparin, sentezlenmesini arttirip antikoagiilan etkiyi
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giiclendirir. Doku faktorii yolu inhibitorleri, gebelerde villoz aralikta antikoagulan

etki gostererek piht1 olusumunu 6nler (Palta ve ark., 2014 ve Yavru, 2006).

1.4. Pihtilasma Testleri

Dogmasal veya edimsel kokenli kanama bozukluklarinin tedavisi ig¢in
pihtilagma sistemlerinin kontrolii, insan hekimliginden veteriner hekimlige aktarilmis
olup, hemostatik bozukluklarin tanisi ve karakterize edilmesinde kullanilan bir takim
laboratuvar testleri bulunmaktadir. Pihtilasma sisteminin degerlendirilebilmesi i¢in
kliniklerde rutinde kullanilan pek ¢ok testin yaninda sadece 6zel durumlarda
uygulanan testler de bulunmaktadir (C6l ve ark., 2013; Deniz, 2000; Hackner, 2011
ve Yavru, 2006). Hasta anamnezinde ve fiziksel muayenesinde kanama yonunden
anormallik bulunan hastalarda, yapilan testlerin de normal dis1 olmasi beklense de
sonuclarin yorumlanmasi sirasinda irklara bagli predispozisyon olabilecegi akildan
cikartlmamalidir. Veteriner hekimlikte pihtilagsma testleri farkli hayvan tiirlerinde
farkli sonuglar verebilir. Ornegin bazi kdpekler, itk predispozisyonuna bagli olarak,
kimi pihtilagma faktorlerinin eksikligine yatkinlik gosterir. Bazen anormal olarak
degerlendirilen testler, klinikte her zaman anlamli bir sonu¢ olarak
degerlendirilmeyebilir. Ornegin; Faktor-XII, prekallikrein ve kininojen eksikligi olan
hastalar, herhangi bir klinik belirti gostermezken, bu hastalarda aktive edilmis
parsiyel protrombin zamani (aPTT) uzamistir. Bu sebeple bir¢ok tedavi ve cerrahi
miidahaleden 6nce pihtilasma testleri yapilmaldir (Gezer, 2012; Hackner, 2011 ve
Rubanick ve ark., 2017). Yine bu pihtilagsma testlerinin dogru bir sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in, kliniklerde kanin koagulasyon testine uygun bir tiipe,
yeterli miktarda alinmasi gerekmektedir. Ornegin; koagulasyon testleri igin tam kan
genelde, mavi kapakli % 3,2’lik trisodyum sitrat iceren tiiplere alinir. Alinan kanin
antikoagulan ile karisma ytlizdesinin yaklasik 1:9 (1 hacim sitrata 9 hacim tam kan)
oraninda olmast gerekir. Kan alinir alinmaz, yavas bir sekilde tiip asagi yukar
cevrilmeli, antikoagulanla iyice karigmasi saglanmalidir. Eger alinan kan c¢ok diisiik
yogunlukta kalirsa, hastanin pihtilasma zamaninda bir uzama goriiliir ki bu durumu
dogru degerlendirmek miimkiin olmaz (C6l ve ark., 2013; Gezer, 2012 ve Herring ve

McMichael, 2012).
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Hangi testin, pthtilagsmanin hangi asamasinda yapilmasi gerektigini daha rahat
anlayabilmek icin bu tezde testler yapildigi pihtilasma donemine gore

boliimlendirilmistir (Raber, 1990).

1.4.1. Trombosit Aktivasyonuyla flgili Olan Testler

1.4.1.1. Trombosit Sayimi

Genellikle en sik ve rutinde Oncelikli olarak kullanilan test, trombosit
sayisinin belirlenmesidir (Brahimi ve ark., 2009 ve Roustsalo, 2015). Trombosit
sayimi, sadece total kan sayimi yapilan bir kan numunesinden, diger kan hiicreleri
saymmi kadar kolay bir sekilde yapilabilir (Pietrangelo, 2017 ve Roustsalo, 2015).
Trombositler, otomatik kan sayim cihazinda sayilabilecegi gibi manuel olarak da
sayilabilir. Kan sayim cihazlarinda yapilan trombosit sayimi, ticari laboratuvar
analizleri gibi diisiliniilse de kalitesi diisiik kan Ornegi, kanda meydana gelen
mikroagregasyonlar veya dev trombosit hiicrelerinin varligi gibi durumlar sonuglarin
dogrulugunu olumsuz etkiler. Ornegin, ozellikle kedilerde, otomatik sayimda,
eritrosit ve trombositler {ist iiste gelerek trombositlerin sayisinin yanlis okunmasina
neden olurlar. Manuel sayim ise taze veya EDTA ile karistirilan kandan hazirlanan
periferik yayma preparat tizerinden, mikroskop altinda, trombositlerin sayilmasidir

(Herring ve McMichael, 2012).

Trombosit sayimi primer hemostaza dayali hastalik teshisinin konulmasi i¢in
gerekli bir testtir. Kemoterapi uygulanan hastalarda, trombosit yikimima neden
olabilecek olan ilaglarin kullaniminda veya bir seferde fazla miktarda kan
verilmesine ve kan kaybina bagli olarak degeri diisebilir. Diisiik trombosit sayisinin
diger nedenleri arasinda Colyak hastaligi, K vitamini eksikligi ve 16semi sayilabilir
(Herring ve McMichael, 2012; Pietrangelo, 2017 ve Roustsalo, 2015). Trombosit
sayist pek c¢ok saglikli kopek irkinda yaklagik 140,000-545,000/uL’dir. Bunun
yaninda saglikl tazi irklarinda, Polish Ogar ve Charles King Cavalier 1rk1 kopeklerde
ise diger kopeklerden sayica biraz daha azdir (Smith, 2010; Harvey, 2015). Bazi

16



evcil hayvanlardaki ortalama trombosit degerleri ise asagidaki Cizelge 1.2°de oldugu

gibi degisiklik gosterir.

Cizelge 1.2. Evcil hayvanlardaki ortalama trombosit sayisi (Smith, 2010)

Hayvan Turu Trombosit Sayisi/pL (ortalama deger
arahig)
Kedi 195.000-624.000
At 94.000-246.000
Sigir 252.000-724.000
Koyun 250.000-750.000
Kegi 245.000-975.000

1.4.1.2. Bukkal Mukozal Kanama Zamam (BMBT)

Kanama zamani, bukkal mukozadaki kiigiik kan damarlarinda meydana gelen
kanmanin ardindan, pihtilagmanin gergeklesmesi i¢in gerekli olan hemostatik
mekanizmanin aktive oldugu zamanin izlendigi bir kan testidir. Test, von Willebrand
hastaliginda ve damar biitiinliiglinlin bozuldugu durumlarda trombositlerin
fonksiyonunu gosterir. Bu test ilk olarak 1910 yilinda Duke tarafindan insanda kulak
memesinden kanamanin izlenmesi ile bulunmustur. Bukkal mukozaya veya iist
dudak mukozasina bistiiri ile yapilan ufak bir ensizyonun ardindan bdlge kanamaya

birakilir (Gezer, 2012; Herring ve McMichael, 2012 ve Raber, 1990).

Saglikli bir kedide 34-105 sn, kopekte ise yaklasik 45-480 saniyede kanin
durmasi beklenir (Alatzas ve ark., 2014 ve Aumann ve ark., 2013). Bu test ile normal
veya normale yakin trombosit sayisi olan hayvanlarda trombositlerin fonksiyonu
degerlendirilir. Duyarlilig1 ve tekrarlanabilirligi oldukca diisiik olan bu testin klinik
olarak inanilirligt da olduk¢a siiphelidir (Gezer, 2012). Kopeklerde, azotemi,
trombositopeni, von Willebrand hastalig1 ile asprin gibi nonsteroid antiinflamatuar

ilag kullanim1 bu testin siiresinde uzamaya sebep olur (Herring ve McMichael, 2012).
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1.4.1.3. Kitikul Kanatma Testi

Coklu tirnak kesimi gerektiren, hasta i¢in agrili oldugundan bazen sedasyon
ve anesteziye ihtiya¢ duyulan bir testtir. Hayvan lateral pozisyonda yatirilir, tirnagin
lizerini Orten killar uzaklastirilir. Tirnak g¢evresi temizlenir ve tirnak makasiyla
kiitikiil tabakasinda bir kanama olacak sekilde kesilir ve pihtilasma igin gegen slre
gozlemlenir. Kanama stiresinin kedi ve kdpeklerde yaklagik 2-8 dakika olmasi
beklenir. Bukkal mukozal kanama zamani testine gore giivenilirligi ¢ok diisiiktiir.
Dezavantajlarindan dolay1 veteriner hekimlikte kullanimi1 ¢ok fazla tercih edilmez

(Anonim, 2015 ve Herring ve McMichael, 2012).

1.4.1.4. Periferik Kan Yaymasi

Trombositlerin  normalden  sapma  durumlarimin  direkt  olarak
degerlendirilmesinde kullanilan, bununla birlikte otomatik sayimda olusabilecek
hatalarin elimine edilebilmesi ve hem kalitatif hem de kantitatif sonuclar vermesi
acisindan olduk¢a Oneme sahip bir testtir. Periferik yayma preparat herhangi bir
antikuagiilan kullanilmadan alinan kandan taze olarak hazirlanir. Bu sebeple bu testin
kullanimiyla trombositlerin sayisi, morfolojik yapisi, kiime olusturma kapasiteleri
degerlendirilebildigi gibi eritrosit ve l0kositlerle oransal iliskileri de saptanabilir

(Brahimi ve ark., 2009 ve Kaptan, 2006).
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1.4.2. Pihtilasma Kaskatiyla Ilgili Olan Testler

1.4.2.1. Protrombin Zamam (PT)

Protrombin Karacigerde iiretilen bir proteindir. Protrombin zamani,
hemostazin ekstrinsik ve son ortak yolunun etkinligini gostermek i¢in kullanilan bir
testtir. Kan pihtisinin ne kadar iyi ve ne kadar siirede olustugunu 6dlger. Bu test i¢in
kan, plazma elde etmek amaciyla, sitrathh tiipe alinmahidir (Harvey, 2015;
Pietrangelo, 2017 ve Mischke ve ark., 2003). Insan plasentast ya da diger
dokularindan veya tavsan vb. hayvanlarin beyin, akciger, plasenta gibi doku ve
organlarindan elde edilen tromboplastinin, hastanin plazmasina eklenmesi ve
ardindan sitratin antikoagulan etkisini Onlemek i¢in kalsiyum kloriir (CaCly
tuzlarinin ilavesi ile olusan karisimda, pihti olusana kadar gecen siire hesaplanir.
Tromboplastin ve CaCl; tuzlarinin, sitratli kan plazmasina ilave edilmesiyle Faktor-
VII aktive edilir ve pihtilagsma sisteminin sonunda olugan fibrin monomerleri ile
koagulametredeki saya¢ durur ve okunan deger bize PT’yi gosterir (Deniz, 2000 ve
Yavru, 2006).

CaCl,

Tromboplastin

Kan
Ornegi

% 3,2'lik NasSitrat’h Kan Tupu

Sekil 1.4. PT 6l¢iimii i¢in kan 6rneginin hazirlanis.

Kedi ve kopeklerde PT insanlardakine gore oldukca kisadir. Bunun sebebi,
pihtilasma faktorlerinden Faktér-V ve Faktor-VII'nin aktivasyonlarinin oldukga
yiiksek olmasidir. Bu sebeple hayvanlarda, insanlarda kullanilan standart test ile
Olcim yapilirken Faktor-V ve Faktor-VII’nin aktivitesinin fazla olmasindan
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kaynaklanan yanlig sonuglar ortaya ¢ikmakta ve testin duyarliligt % 50’lere
diismektedir (Deniz, 2000). Bdyle bir durumla karsilagmamak i¢in oda sicakliginda
alinip saklanan ornekler, 24 saat i¢inde, kontrol olarak kullanilan normal hayvan
kaniyla aym1 zamanda Olgiilmeli ve kullanilan degerler kullanilan metoda gore

ayarlanmalidir (Harvey, 2015).

Deniz’e (2000) gore, kopeklerde ve kedilerde plazmanin sulandirilmasi ve
teste fibrinojen katilmasi temeline dayanan optimize edilmis bir PT testi
gelistirilmistir. Buna gore, 1:20’lik sulandirma ve teste fibrinojen katkisinin en
uygun oldugunu gostermistir. Boylece kedi ve kOpeklerde PT testi % 90 — 100’1ik

bir duyarliliga ulagtirilmistir.

Ektrinsik ve son ortak yoldaki pihtilasma faktorlerindeki eksiklik, K vitamini
antagonisti gibi etki gOsteren antikoagulanlarla (kumarin vb.) oral tedavi, karaciger
hastaliklar1 ve intravendz heparin uygulamalari, PT’nin uzamasina neden olur. 20

saniyeden uzun olan PT, pthtilagsmanin eksikligini gosterir (Raber, 1990).

1.4.2.2. Aktive Edilmis Parsiyel Tromboplastin Zamam (aPTT)

Aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamani, hemostazin intrinsik ve son
ortak yolunun etkinligini kontrol etmek i¢in kullanilan bir testtir. Bu test ile Faktor-
IX, Faktor-XI, Faktor-XI11 ve Faktor-VIII’in aktivitelerindeki degisiklikler ile Faktor-
I1, Faktor-V, Faktor-X’un aktivitesi ve fibrin olusumuyla ilgili bozukluklar hakkinda
bilgi sahibi olunur (Deniz, 2000; Harvey, 2015 ve Raber, 1990). Aktive edilmis
parsiyel tromboplastin zaman1 6l¢imii igin hazirlanan kan plazmasi antikoagulan
etkisinden dolayi sitrath tiipe alinir. Oda sicakliginda alinip saklanan ornekler, 24
saat i¢inde, kontrol olarak kullanilan normal hayvan kaniyla ayn1 zamanda
Ol¢iilmelidir. Aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamani, kedi ve kdpeklerde,
insanlarda kullanilan standart test kiti ile dl¢lilmektedir. Ancak yine hayvanlardaki
pihtilasma faktorlerinin aktivasyonlarinin insanlarinkinden farkli olmasi aPTT nin

insanlardakine gore kedi ve kopeklerde daha kisa olmasini agiklamaktadir. Kedi ve
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kopeklerde, insanlarda oldugu gibi silikat iceren (kaolin, selit, elajik asit) aktive edici
reaktifler tercih edilir (Deniz, 2000). Normalde dokuda kollajenin yaptigi gorevi
ustlenmek Uzere kaolin gibi silikat icerikli maddeler ile fosfolipidler, F-XII'yi aktive
etmek tizere sitrath tlipteki plazmaya eklenir. Ardindan CaCl, tuzlarinin ilave
edilmesiyle pihtilagma sistemi harekete gecer ve fibrin monomerleri olusumu ile

duran koagulometredeki deger bize aPTT zamanini1 verir.

. CaCl,
Fosfolipidler

Kaolin, selit, vb.
iceren reaktif

Kan
Ornegi

% 3,2’lik NasSitrat'h Kan Tupu

Sekil 1.5. aPTT o6l¢limii igin kan 6rneginin hazirlanisi.

Bu sistemde yer alan pihtilasma faktorlerinin eksikliklerinde veya
aktivitelerinin diisiik olmasi durumunda, hemofili ve von Willebrand hastaliginda,
intravendz heparin uygulamalar1 sonrasinda ve antifosfolipid sendromunda uzamis
bir aPTT zamani gozlenir (Deniz, 2000 ve Raber, 1990). Ancak Bernese dag
kopeklerinde, saglikli olmalarina ragmen, antifosfolipid antikorlar1 bulunmasi

sebebiyle uzamis bir aPTT izlenir (Harvey, 2015).

1.4.2.3. Trombin Zamani (TT)

Trombin zamani, trombin etkisiyle fibrinojenin fibrin monomerlerine
dontlistimiinlin 6lclldiigii pihtilasma kaskatinin en 6nemli testidir. Bu test kalitatif
veya kantitatif olarak fibrinojene bagli sorunlarin ortaya ¢ikmasini saglar. Trombin
zaman1 Olciimi i¢in kan, sitrath tiipe alinir. Oda sicakliginda alinip saklanan

ornekler, 24 saat icinde, kontrol olarak kullanilan normal hayvan kanmiyla ayni
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zamanda Ol¢iilmelidir. Sitrathh kan igerisine trombin iceren reaktif eklenir ve
koagulametrede fibrin monomerleri olusana kadar gecen siire hesaplanir (Deniz,
2000; Harvey, 2015; Raber, 1990 ve Yavru, 2006).

Trombin iceren
reaktif

Kan
Ornegi

% 3,2'lik NasSitrat’li Kan Tupu

Sekil 1.6. TT 6l¢limii i¢in kan 6rneginin hazirlanisi.

Fibrin olustugu anda koagulametrede gozlenen deger bize TT zamanim verir.
Plazmada fibrinojen konsantrasyonu diistiigiinde (afibrinojenemi, hipofibrinojenemi),
fibrinojenin islevsel agidan bozuk oldugu durumlarda (disfibrinojenemi), fibrin
parcalanma iiriinleri arttiginda ve bazi patolojik bozukluklarda (multiple miyelom ve
makroglobulinemi gibi), heparin tedavisinde ve pihtilagma inhibitorlerine bagh
uzayan bir TT ile karsilasilir (Deniz, 2000 ve Yavru, 2006).

1.4.2.4. Aktive Edilmis Pihtilasma Zamani (ACT)

Aktive edilmis pihtilasma zamani, trombosit ve F-VII eksikligi disindaki
pihtilasma bozukluklarini ortaya cikarmak icin gelistirilmis olan ve hemostazin
intrinsik ve son ortak yolunun etkinligini kontrol etmek icin kullanilan bir testtir.
Trombositopeni, trombosit disfonksiyonu ve artmis plazma proteaz aktivasyonuna
bagli olarak bu siirenin uzadigi goézlenir. Kanin 0,4 ml’si hi¢bir katki maddesi
olmaksizin ACT aletinin 6zel kamarasina konur 37°C’de bir PVC pistonun temas

aktivasyonuyla pihtilagma baglar. Arastirmacilarin, MAX-ACT adi verilen 6zel
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tipler kullanarak oSlctiikleri ACT zamani, normal kopeklerde 85 saniyeden kisadir

(Harvey, 2015; See ve ark., 2009 ve Yavru, 2006).

1.4.3. Fibrin Olusumu ve Fibrinolizis le Ilgili Olan Testler

1.4.3.1. Fibrin Artik Uriinlerinin Degerlendirilmesi

Pihtilasma kaskatini takiben fibrin ipliklerinin goriilmesi ve fibrinolitik
islemlerin baglamasiyla beraber sekillenecek olan fibrin artik iriinleri (FDP),
fibrinolizis isaretleyicileri ile lateks agliitinasyonu temelli islemlerle (FDP analizi)
olgtilebilir (Raber, 1990). Bu iiriinler ayrica D-dimer denilen testle de 6lcilebilir. D-
dimer test, fibrin artik rtinlerinin ¢apraz bagl fibrine karsi olusan monoklonal
antikorlarin ~ 6l¢ililmesidir. Kopeklerde yaygin intravaskiiler koagulapati ve
tromboembolizm gibi 6zel hastaliklarda D-dimer analiz ile yapilan dl¢iimler, FDP

analize gore daha iyi sonuc vermektedir (Harvey, 2015).

1.4.3.2. Trombin Pihti Zamam (TCT)

Trombin piht1 zamani testi, dogrudan fibrinojenin etkinligini 6l¢en bir testtir.
Testin standardizasyonunda kullanilan trombin soliisyonuyla fibrinojenin fibrin ve
kan pihtis1 olusturabilme kabiliyeti Ol¢iiliir. Bu amagla sitrath tiipe alinan kanin
lizerine eklenen trombin ile kalic1 bir piht1 olusumu gdzlemlenir. Cornell Universitesi
referanslarina gore, kedilerde bu siire yaklasik 5-8 saniye, kdpeklerde ve atlarda ise
5-9 saniyedir. Fibrinojenin eksikligi veya fonksiyon bozuklugunda bu siire uzar
(Anonim, 2015).
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Kan

Ornegi

% 3,2'lik NasSitrat'li Kan Tapu

Sekil 1.7. TCT testi i¢in kan 6rneginin hazirlanisi.

1.4.4. Diger Testler

1.4.4.1. Viskoelastik Piht1 Analizi

1948 yilinda Hartert tarafindan gelistirilmis olan tromboelastrografi (TEG) ile
sitratlt total kandaki piht1 geriliminin viskoelastik 6zelliklerindeki degisimin

Olctlmesidir (Whitten ve Greilich, 2000).

Kan pihtilagmasi sirasinda, pihtinin viskozitesini kaydederek, trombosit ve
pihtilagsma aktivitesinin zamana bagli olarak gelisimini, pihtinin gerilme giiciind,
durgunlugunu, retraksiyonunu ve erimesini ortaya koyar. Erken donem faktorlerinin
eksikliklerine bagli olan hemofili ve von Willebrend hastaligi gibi durumlarda

normalden uzayan bir analiz siiresi ortaya ¢ikar (Harvey, 2015 ve Yavru, 2006).

1.4.4.2. von Willebrand Faktor Tayini

von Willebrand faktor eksikligi, veteriner hekimlikte 6zellikle kopekler icin
biiylik 6nem tastyan ve kalitsal bir kusur olan von Willebrand hastaligina sebep olur.

Bu faktor pihtilasma sirasinda trombosit adezyonu i¢in gerekli oldugundan, analizler

24



sirasinda trombosit fonksiyon yetersizligi oldugu durumlarda von Willebrand
hastaligindan siiphelenilir. von Willebrand hastalig1 insanlarda ve kopeklerde
kanamaya bagli kalitsal hastaliklarin en yaygin olanidir. Ayrica vWF, o6zellikle F-
VIII’in dolagimda tutulmasina yardimci oldugundan oldukg¢a énemlidir (Gopegui ve
Feldman; 1997; Harvey, 2015; ve Roustsalo, 2015). Hastaligin kalitsal olmasinda
otozomal resesif genlerin rol oynadigi bilinmektedir. Doberman Pincher, Iskog
Terrier, Alman Coban Kopegi, Shetland Coban Kd&pegi, Minyatiir Schnauzer ve
Golden Retriever gibi kopek 1rklar1 kalitsal olarak bu hastaliga yatkinlik
gostermektedir (Barr ve McMichael, 2012; Gopegui ve Feldman; 1997; Johnstone ve
Crane, 1981; Kayar ve ark., 2006 ve Lobetti ve Dippenaar, 2000).

von Willebrand testi, genel olarak plazmadaki vWF antijen yogunlugunun
ELISA testi ile dl¢lilmesidir. Kopeklerde, vWF antijen yogunlugunun % 50’ den az
olmasi hastalik bakimindan pozitif, % 70’ den fazla olmasi ise negatif olarak

degerlendirilir (Anonim, 2015 ve Harvey 2015).

1.4.4.3. PIVKA (K Vitamini Yoklugunda ya da Antagonizmde Uyarilms

Proteinler) Testi

Faktor-11, Faktor-VII, Faktor-1X ve Faktor-X gibi K vitamini bagiml
pihtilasma faktorleri karacigerde (Uretilmektedir. Ortamda ancak K vitamini
varliginda karboksillenip aktif hale gecerler. K vitamini olmadigi zaman inaktif halde
dolasimda bulunan bu pihtilasma faktorlerine; K Vitamini yoklugunda veya
antagonizmde uyarilmig proteinler (PIVKA) denir. PIVKA testi, kopeklerde
antikoagulan toksisitesinin tanisinda kullanilan basit bir testtir. Protrombin zamani
testinin modifiye edilmis bir hali gibi diisiiniilebilir. PIVKA testi, sadece K vitamini
eksikliginde kullanilan bir test degil ayn1 zamanda belirli hayvan tirlerinde ekstrinsik
ve son ortak yol abnormalitelerini ayirt etmeye yardimer olmak i¢in tasarlanmis bir
testtir. Bu test veteriner hekimlikte, 6zellesmis laboratuvar gerekliligi ve testin
yapiminin olduk¢a uzun siirmesi nedeniyle ¢ok fazla ragbet gérmemistir. Ancak

insanlarda, spesifik immiinolojik testler yardimiyla karboksillenemeyip
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fonksiyonlarmi kaybetmis olan bu proteinler Olciilebilmektedir (Anonim, 2015;

Harvey, 2015 ve Herring ve McMichael, 2012).

1.4.4.4. Diliie Russell Yilan Zehri Zaman (dRVVT)

Bu test, antifosfolipid antikorlar1 ve lupus antikoagulanlarinin varligimi
gostermek i¢in kullanilir. Uzayan aPTT zamanin diizelmedigi durumlarda ihtiyag
duyulur. Bu testte kullanilan Russell yilan zehrindeki koagulan, Faktor-X’ u aktive
eder ve Faktor-V, Faktor 11, fosfolipidler ve Ca™ esliginde piht1 olusur. Bu testte
diisiik yogunlukta kullanilan yilan zehri ile reaksiyon hizinda bir sinirlama olur.
Antifosfolipidler ve lupus antikoagulanlari, fosfolipidlerin piht1 yapict etkilerini
engelleyerek dRVVT’yi uzatirlar. Bu test lupus antikoagulanlarinin belirlenmesinde,
Faktor-VIII, Faktor-IX e Faktor-XI'in eksikligi ve bunlara bagli olusacak olan
antikorlardan etkilenmediklerinden aPTT den daha duyarl bir testtir (Anonim, 2015
ve Gezer, 2012).

Sonug olarak pihtilasmanin g¢esitli donemlerinde yapilan bu testler, veteriner
hekimlerin pihtilasgma bozukluklarmi daha kolay anlamalarini saglamaktadir.
Ornegin 2012°de Kirbas ve arkadaslarinin yaymnmis oldugu bir vaka sunumunda,
siddetli burun kanamasi sikayetiyle Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ne gelen
10 aylik erkek melez Alman Coban 1rki bir kdpekten bahsedilmektedir. Olgunun
takibi i¢in 1. ve 3. giinlerde alinan kan Orneklerinde koagiilasyon parametreleri
(faktor II, VII, IX, X, PT, uluslararasi normal oran (INR), PTT ve APTT) test
edilmigstir. Ortaya c¢ikan test sonuclarma gore uzayan bir pihtilagma zamaninin
gozlenmesi ve klinik semptomlarin degerlendirilmesi ile veteriner hekimler hastanin

varfarin zehirlenmesine maruz kaldigini ortaya koymuslardir.

Yapilan literatiir taramalarinda, giinlimiizde Tiirkiye’de yetistirilen ve 6nemli
yerli gen kaynaklarimizdan olan Kangal kdpeklerine (Cinar ve ark., 2010; Ograk,
2009 ve Yilmaz ve Ertugrul, 2011) 6zgii yeterli sayida pihtilasma parametrelerine

rastlanamamasi1 sebebiyle, lilkemize ait bu irka 6zgii pihtilasma bozukluklarinin
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erken tanist ve tedavisinde, gerek gen kaynaginin korunmasi ve iyilestirilmesi
gerekse temel bilimler ve klinik bilimlere referans olabilecek nitelikte bulgularin
ortaya konulabilmesi amaglanmistir. Ayrica bu tez projesiyle Sivas Kangal
kopeklerinde yas ve cinsiyete bagli olarak bazi pihtilasma parametreleri izlenip,
olmast muhtemel farkliliklar ortaya konmaya calisilarak basta Kangal kopekleri
olmak iizere yapilacak yeni c¢aligmalardan sonra diger yerli kopek irklarinda da
pihtilagsmaya bagl hastaliklarin tanisinin ile hayvanlarda cerrahi miidahale gerektiren
durumlarda hastaya yaklasim alternatiflerinin  hekim tarafindan dogrulukla
belirlenebilmesi ve sekonder olarak pihtilasma sorunlarma bagli gelisecek olan

hayvan 6liimlerinin 6niine gecilmesi hedeflenmistir.

1.5. Arastirmanin Hipotezleri

Ho: Kangal kopeklerinin pihtilasma parametreleri {izerine yas ve cinsiyetin
etkisi yoktur.
Hi: Kangal kopeklerinin pihtilagma parametreleri {izerine yas ve cinsiyetin

etkisi (pozitif ve /veya negatif) vardir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Caliyma Materyali

Calisma materyalini, Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kangal
Kopegi Arastirma ve Yetistirme Merkezi'nde bulunan, 42 Kangal kopegi olusturdu.
Tezin projelendirilmeden 6nceki hazirlik asamasinda, canli hayvan tizerinde agri, siz1
olusturacak ve hayvan refahim1 olumsuz etkileyecek herhangi bir islem
yapilmayacagina dair Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
23.11.2016 tarih ve 2016-23-194 numarali protokol onay: ile Etik Kurul Karari

alindi.

2.2. Materyalin Hazirlanmasi

Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kangal Kdpegi Arastirma ve
Yetistirme Merkezi'nde bulunan ve ¢alismada kullanilmasina karar verilen Kangal
kopekleri yaslart goz oOniinde bulundurularak 3 gruba, cinsiyetleri gdz oninde
bulundurularak 2 alt gruba ayrildi. Her yas grubunda erkek ve disi kdpeklerin esit

sayida olmasina dikkat edildi. Buna gore;

1. grubu; 0-6 aylik yavru disi kopekler,

2. grubu; 0-6 aylik yavru erkek kopekler,

3. grubu; 10-14 aylik puberta donemindeki disi kopekler,
4. grubu; 10-14 aylik puberta donemindeki erkek kopekler,
5. grubu; 16-24 aylik eriskin disi kopekler,

6. grubu; 16-24 aylik erigkin erkek kopekler olusturdu.

Gruplandirmayi takiben, her kopegin anamnezi alinarak genel durumu izlendi
ve semptomatik olarak herhangi bir hastalik belirtisi géstermeyen, klinik olarak

saglikli gortinen kopekler calismada kullanildi.

28



2.3. Orneklerin Toplanmasi, Islenmesi ve Muhafazasi

Ik olarak ¢alismada kullanilacak olan kopekler belirlendikten sonra, tim
gruplardaki deneklerin beden 1silar1 digital termometre (Beurer Clinical Digital

Thermometer, Amerika) yardimiyla rektal yoldan 6l¢iildii ve degerler kaydedildi.

Kan almak icin bolgeyi dezenfekte etmek (zere, secilen deneklerin On
ekstremiteleri, vena cephalica antebrachii hizasinda alkollii pamukla temizlendi.
Sonra her hayvan i¢in uygun capta; yavrular i¢in; 21G (yesil), pubertadakiler ve
erigkinler igin; 18G’lik (pembe) bir steril enjektor ignesi kullanildi. Venoz kan, ilk 2
damla kan disar1 atilmak kosuluyla (Altuncgul, 1997) steril kan tiiplerine toplandi
(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Numunenin toplanmasina hazirlik.
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Periferik yayma preparat hazirlayip bunlardan manuel olarak trombositleri
saymak ayrica trombositlerin kiime olusturma kabiliyetlerini tespit etmek amaciyla
bolgeden alinan bir damla kan, temiz bir lam {izerine damlatildi. Damlatilan kan
pthtilasmadan once hizlica, lamel yardimiyla 45%lik aciyla siiriiklenerek froti
hazirlandi. Yayma preparat hazirlamak tizere froti cekilen kanlar etiketlenip

kurutulduktan sonra boyanmak iizere saklama kutularina kaldirildi.

Ayrica ayn1 hayvanlardan trombosit sayimi ve tam kan sayimi analizlerinin
yapilabilmesi i¢in, 5.40 mg K ;EDTA igeren tiiplere, yaklasgitk 2 ml kan alindi.
Gruplar ve bireyler bazinda dikkatli bir sekilde numaralandirilan 6rneklerden, tam
kan ve trombosit sayimi1 yapmak iizere EDTA’l tiiplere toplanan kanlar, arag tipi
sogutucuda +4 °C’de muhafaza edilip, Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Orneklerin numaralandirilmasi (A) ve numunelerin toplanmasi (B).

Diger taraftan PT, aPTT ve D-dimer gibi pithtilasma testleri icin, 0,2 ml %
3,2’ lik trisodyum sitrat (Nas-Sitrat) iceren mavi kapakli tiipler kullanildi. Toplanan
kanin antikoagiilan ile karigsma orani; 1:9 (1 hacim sitrata 9 hacim tam kan) oraninda
olmak lizere yaklagik 1,8 ml kan tliplere alindi. Kan alinir alinmaz, yavas bir sekilde

tiip asag1 yukar1 gevrilerek antikoagiilanla iyice karismasi saglandi. Ornekler
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santrifij edilmek UGzere Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’na getirilene kadar ki siirecte buz iginde 2 saatten az
olmak uizere muhafaza edildi. Ornekler, Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda, 20 dakika siireyle 3000g devirde santrifiij
edildi (Col, 2003). Elde edilen plazmalar, ara¢ tipi sogutucuyla, PT, aPTT ve D-
dimer fibrin artik {irlinlerinin belirlenmesi testlerini yapmak {izere Ankara

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkez Tan1 Laboratuvari’na getirildi.

2.4. Hematolojik ve Hemostatik Analizler

2.4.1. Tam Kan ve Trombosit Sayim

EDTA’lW tiiplere toplanan numunelerin, tam kan sayimmi, Cumbhuriyet
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Tam1 Laboratuvari’nda tam otomatik kan sayim
cihazinda (Mindray BC-2800Vet, China) yapild1 (Sekil 2.3). Yapilan bu tam kan
sayiminda; basta trombosit sayimi (PLT) olmak iizere, toplam akyuvar sayisi
(WBC), lenfosit, monosit ve graniilosit sayilar1 ile birlikte toplam alyuvar sayisi
(RBC), alyuvarlardaki hemoglobin miktar1 (HGB), hemotokrit degeri (HCT),
ortalama alyuvar hacmi (MCV), her bir alyuvara diisen hemoglobin miktar1 (MCH)
ve ortalama alyuvar hemoglobin derisimi (MCHC) degerleri elde edildi.
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Sekil 2.3. Kan orneklerinin tam kan sayimi Oncesi karigtirilmasi (A) ve tam otomatik tam
kan sayim cihazinda analizi (B).

2.4.2. Periferik Yayma Preparattan Trombosit Sayimi

Periferik yayma kan preparati hazirlamak {izere aliman Ornekler, saklama
kaplarinda muhafaza edilerek 2 saat icerisinde, Cumhuriyet Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi. Preparatlar boyama
islemlerinin yapilabilmesi i¢in, boyama sehpasina yerlestirildi. Bu sirada Wright’s
soliisyonu hazirlanirken, her 6rnek igin 1 ml distile suya 1-2 damla Wright’s stok
boyast (Wright’s eozin metilen mavisi ¢ozeltisi, Merck, Almanya) olacak sekilde
sulandirildi. Ardindan preparatlarin ylizeyleri Methanol (Merck, Almanya) ile
kaplandi1 ve 5 dakika bu sekilde tespit edildi (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5) (Anonim, 2011
ve Karakas, 2003).

32



Sekil 2.4. Preparatlarin Methanol ile tespiti.

Bu siirenin sonunda preparatlar kenarlarindan pens ile kaldirilarak
Methanol’iin  dokiilmesi saglandi. Tekrar boyama sehpasina yerlestirilen
preparatlarin yiizeyi sulandirilmis Wright’s soliisyonu ile kaplandi ve 15 dakika kan
hiicrelerinin boyanmasi i¢in bekletildi (Sekil 2.5). Preparatlar islemin tamamlanmasi
i¢in bu silirenin sonunda boya ylizeyden tamamen uzaklastirilana kadar distile suyla
dikkatlice yikandi. Son olarak preparatlar tamamen kurumalari amaciyla temiz bir
yiizey lzerinde oda sicakliginda bir gece siireyle kurumaya birakildi. Kuruyan
preparatlar saklama kutularinda muhafaza edilerek, yayma preparatta trombosit
saymmi ve kiime varligmin degerlendirilmesi amaciyla Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi (Anonim, 2011 ve Luna,

1992).
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Sekil 2.5. Preparatlarin sulandirilmis Wright’s boyasi ile boyanmasi.

Preparatlarin 1pl kandaki trombosit sayilarinin degerlendirilmesi igin 100°liik
bliylitmede 10 farkli alandaki trombositler, mikroskop (Leica® Products,
Microsystem DM30, Isvicre) altinda sayildi (Sekil 2.7). Elde edilen say1 20.000 ile
carpilip baki alani sayisina boliinerek 1pl kandaki trombosit sayisi tahmini olarak
hesapland1 (Sekil 2.6) (Harvey, 2015; Malok ve ark., 2007; Oztiirk, 2017 ve
Weisbrot ve Hollenberg; 1980).

Tahmini Trombosit Sayisi= Sayilan Trombosit Sayisi x 20.000
Baki alan1 Sayisi (10)

Sekil 2.6. Tahmin trombosit hesab1
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Sekil 2.7. Trombositlerin x100°liik objektifte ¢oklu kiime olusturma egilimi (A) ve kiime
olusturma egilimindeki yetersizlik (B).

2.4.3. Protrombin Zamaninin (PT) Belirlenmesi

Sitrath tiiplere alman numuneden ayrnstirilan kan plazmast PT’nin
belirlenmesi igin MT1C koagiilasyon analizoriinde islendi. Bu amacla ilk olarak
reaktif 1sitma boliimiinde, kalsiyum igeren doku tromboplastin reaktifinin (MT1-
1005, Ingiltere), 37 °C’de 1sinmasi saglandi. Ardindan her &rnek igin ayri ayr
numunelerden 50 pL, 6nceden metal bilye (MT1-3013, Ingiltere) konulmus olan
plastik numune kabina (gode) eklendi ve cihazin okuma béliimiine konuldu. Cihazin
60 saniyeye ayarlanmig zamanlayicisinin tusuna basildi ve siire sonunda zamanlayici
otomatik olarak durdugunda cihaza bagli otomatik pipetle, 1sitilmis olan reaktiften
100uL ¢ekilip numunenin lizerine bosaltirken test tusuna ayni anda basilarak
koagiilometrenin sayaci c¢alistirildi. Olusan ilk fibrin monomeriyle birlikte, cihaza

entegre digital saat, saniye cinsinden protrombin zamanini verdi.

2.4.4. Aktive Edilmis Parsiyel Tromboplastin Zamaninin (aPTT) Belirlenmesi

Her bir numuneden elde edilen kan plazmalar1 aPTT nin 6l¢iilmesi i¢in PT’ye
benzer sekilde asagida agiklanacagi gibi MT1C koagiilasyon analizoriinde test edildi.
Bu amagla ilk olarak CacCl, iceren reaktif cihazin 1sitma boliminde 37 °C’de inkiibe

edildi. Yine ayn1 sekilde metal bilye yerlestirilmis olan plastik kaplara (gode) kan
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plazmasindan 50 pL konuldu. Ardindan elajik asit igeren aPTT (MT1-1008,
Ingiltere) reaktifinden 50pL plazmanin iizerine eklendi ve zamanlayic1 180 saniyeye
ayarlandi. Siirenin sonunda 1sitilmis olan CaCl, reaktifinden (MT1-1010, ingiltere)
de 50 pL karisimin iizerine ilave edilerek cihazin test tusuna basildi ve pihtilasma

oldugu anda ekranda saniye cinsinden aPTT degeri okundu.

2.4.5. D-dimer Fibrin Artik Urtnleri Duzeyinin Belirlenmesi

Yukarida bahsedilen testlerin disinda son olarak, olusan fibrin polimerlerinin,
plazmin enzimi tarafindan yikimlanmasi sonucu ortaya ¢ikan fibrin artik {iriinlerinin
miktarin1 6lgmek ve pihti olusumunun giivenilir bir gostergesi olan plazmada D-
dimer miktarinin kantitatif gosterilebilmesi i¢in, D-dimer testi yapildi. Yaklasik 180
kDa molekiiler agirliga sahip, 6zellikli bir fibrin artik iirtinii olan D-dimer’1n miktari,
D-dimer antijen-antikor birlesmesi temelli Enzim Bagli immun Ol¢im (ELISA)
yontemiyle belirlendi (Hackner, 2011 ve Noyan, 2012). Bu amagla, 96 kuyucuklu
Canine D-dimer (Elabscience ® Products, Houston, Texas, Amerika) test kiti ile
ELISA okuyucu (Biotek ®, 800 TS, Ingiltere) ve ELISA yikayict (Mindray ®,
MW?12A, ingiltere) kullanilarak, kit protokoliine uygun bigimde ELISA testi yapildi
(Sekil 2.7). Buna gore, ilk olarak belirleyici antikor, substrat ve konjugat kit
protokoliinde Dbelirtilen oranlarda sulandirilandirildi.  D-dimer test Kitindeki
kuyucuklara 50 pl kan plazmasindan eklendi. Ardindan 50 pl belirleyici antikor hizli
ve dikkatli bir sekilde ilave edildi ve 37 °C’de 45 dakika inkiibasyona birakildi.
Stirenin sonunda kuyucuklar 3 kez ELISA yikayict ile aspire edilmek suretiyle
yikand1. Daha sonra kuyucuklara 100 pl konjugat eklendi ve yeniden 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. Siire tamamlaninca ornekler 5 kez ELISA yikayic1 yardimiyla
yikandi. Kuyucuklara 90 pl substrat eklenip tekrar 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Son olarak kuyucuklara 50 pl durdurucu solusyon (stop soliisyon)
eklenerek kuyucuklarda meydana gelen parlamalar (zerinden optik dansite (OD)
degerleri belirlenen (r?= 0,99) o6rneklerin ng/ml cinsinden D-dimer seviyeleri

hesapland1
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Sekil 2.8. Kan plazmalarinin Canine D-dimer test kitindeki kuyucuklara yuklenmesi (A),
orneklerin yikanmasi (B) ve D-dimer seviyesine bagh olarak kuyucuklardaki parlamalarin
tespiti (C).

2.5. istatistiksel Analizler

Calismanin 6rneklem genisgligi belirlenirken; etki bliytikligii (£)=0,47, a (tip1)
hata=0,05 ve testin gucl (1-B)=0,85 olarak degerlendirilmis buna goére n=7/grup
say1s1 olmak lizere minimum Grneklem genisligi 42 olarak hesaplanmistir. Arastirma
icin gerekli en az denek sayisi, istatistiki olarak, GPower 3.1 programi yardimiyla
hesaplanmistir. Arastirmada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS
14.01 (Statistical Package For Social Sciences, version 14.01, Lisans No: 9869264)
ile yapilmistir. Tanimlayicr istatistikler nicel degiskenler i¢in ortalama + standart
sapma, nitel veriler icin frekans ve ylizde olarak ifade edilmistir. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilk Testi ile kontrol edilmistir. Kangal kopeklerinde,
yas gruplar1 ve cinsiyetin incelenen kan parametrelerine etkisi "iki yonlii varyans
analizi" ile degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak kabul
edilmistir. Calismada anlamli bulunan etkilerin incelenmesinde ise ileri asama testi

olarak Bonferroni testi kullanilmistir (Zar, 2010).
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3. BULGULAR

Bu béliimde, ¢aligmada kullanilan 42 adet Kangal kopegine ait viicut 1silar
ile bu hayvanlardan toplanmis olan kan numunelerinden elde edilen hematolojik ve

hemostatik test bulgulari, gruplar dikkate alinarak, bagliklar halinde incelendi.

3.1. Orneklerin Viicut Isilarimin  Gruplar ve Cinsiyet Bakimindan

Degerlendirilmesi

Hazirlik asamasinda hayvanlardan yapilan genel muayene sonrasinda, klinik
olarak herhangi bir hastalik belirtisi gdstermeyen, yavru, puberta ve eriskin
donemlerindeki disi ve erkek hayvanlardan alinan viicut 1silarinin, ortalama degerleri
ile en diisiik ve en yiiksek degerleri, yas ve cinsiyetleri goz oniine alinarak, Cizelge
3.1.de sunuldu. Buna gére viicut 1silarindaki degisim yas (Y) ve cinsiyet (C)

etkilesiminde (YxC) degerlendirildiginde fark gozlemlenmedi.

Cizelge 3.1. Sivas Kangal kdpeklerinde yas ve cinsiyetin viicut 1sisina etkisi (-: P>0,05).

VUCUT ISISI °C

GRUP Cinsivet Ortalama % Std. En En Olr;ir.nellli'k
(N=42) y Hata Diisiik  Yiksek (g)

Disi 38,0+ 0,57 37,1 38,6

YAVRU -
Erkek 37,8+0,42 37,3 38,5
Disi 38,9+0,22 38,7 39,3

PUBERTA -
Erkek 38,8 +0,30 38,3 39,2
Disi 38,2+0,42 37,8 39,1

ERIiSKIN -
Erkek 38,0+ 0,30 37,5 38,4
Disi 38,39+ 0,5 37,1 39,3

TOPLAM -
Erkek 38,21+0,5 37,3 39,2
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Ancak orneklemi olusturan gruplar arasinda viicut isisinin, yasa bagl
degisimi (P<0,001) anlamli bulundu. Cinsiyet ayrimi yapmaksizin puberta
dénemindeki kopeklerin 38,8 + 0,26 °C olan ortalama viicut 1s1s1 degerinin, 37,9 +
0,50 °C olan yavru kopeklerinden ve 38,2 + 0,36 °C olan eriskin kdpeklerden yiiksek
oldugu goriildii. Buna gore yavru ve puberta donemindeki kopekler ile eriskin ve
puberta donemindeki kopekler arasinda ortaya ¢ikan viicut 1silar1 farkinin (P<0,001)

onemli oldugu belirlendi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Viicut 1s1sinin yasa bagli degisimi.

VUCUT ISISI °C

_ ONEMLILIK
GRUP (N=42) ORTALAMA + STD. HATA T
YAVRU 37,9 +0,50°
PUBERTA 38,8 +0,26° P< 0,001
ERISKIN 38,2 +0,36%

" Ayni siitunda yer alan farkli harfler istatistiki olarak 6nemlidir.

3.2. Yavru Kangal Kopeklerine Ait Hematolojik ve Hemostatik Test Degerleri

Calismanin 1. grubunu olusturan yavru disi (YD) kopeklere (n=7) ait tam kan
saymmi analizleri incelendiginde; 0-6 aylik disi kopeklerin ortalama akyuvar (WBC)
sayisinin; 13,6 £ 4,0 x 10%L, monosit sayisinin; 0,45 + 0,16 x 10°/L, lenfosit
sayisinin; 2,02 + 0,4 X 10%L ve graniilosit sayisinin ise; 11,11 = 3,8 x 10%/L oldugu
belirlendi (Cizelge 3.3). Aynmi grupta yer alan kopeklerin ortalama alyuvar (RBC)
sayilarinin; 5,9 + 0,9 x 10'%/L, hemoglobin (HGB) miktarinin; 12,9 + 2,2 g/dL ve
hematokrit (HCG) degerlerinin % 43,7 + 7,7 oldugu goriildi. Ayrica ortalama
alyuvar hacminin (MCV); 72,4 + 3,5 fL, her bir alyuvara diisen hemoglobin
miktarmin (MCH); 21,3 = 0,9 pg ve alyuvarlarindaki ortalama hemoglobin
derisiminin (MCHC) ise; 29,5 + 0,9 g/dL oldugu saptandi (Cizelge 3.4). Yavru disi
kopeklere ait otomatik sayim cihazindan elde edilen trombosit sayim sonuglari ile
periferik yayma preparatlardan manuel olarak yapilan trombosit sayim sonuglar

karsilastirildiginda, manuel sayim ile elde edilen trombosit sayisinin; 444,57 + 33,40

39



X lOg/L, otomatik sayim ile elde edilen trombosit sayisinin ise; 439,43 + 31,30 x
10%L oldugu goriildii (Cizelge 3.5). Bu grubun hemostatik test degerlerinden olan
PT; 8,93 + 0,34 sn ve aPTT; 16,09 £+ 1,25 sn ile tiim gruplar i¢inde en diisiik PT ve
aPTT degerleri oldugu gozlemlendi (Cizelge 3.6). Bunun yami sira D-dimer
miktarinin; 152,07 £ 22,61 ng/ ml oldugu belirlendi (Cizelge 3.7).

Calismanin 2. grubunu olusturan yavru erkek (YE) kopeklere ait tam kan
saymmi sonuglar1 degerlendirildiginde, bu grupta yer alan 0-6 aylik 7 erkek kopegin
ortalama akyuvar sayisinin; 11,3 £ 3,5 x IOg/L, monosit sayisinin; 0,38 + 0,18 x
109/L, lenfosit sayisinin; 2,51 + 1,5 x 10%L ve graniilosit sayisinin; 8,40 + 3,1 x
10%L oldugu gozlemlendi (Cizelge 3.3). Bununla beraber alyuvar sayisinin ise; 6,2 +
2,1 x 1012/L, HGB miktarinin; 8,8 = 3,9g/dL ve HCT degerinin; % 45,4 + 14,6
oldugu saptandi. Ayni grubun, MCV degeri; 74,5 = 7,1 fL, MCH degeri; 22,0 = 2,5
pg ve MCHC degeri; 29,5 £ 0,6 g/dL olarak kaydedildi (Cizelge 3.4). Yavru erkek
kopeklerin otomatik kan sayim cihazindan elde edilen trombosit sayim sonuglari ile
periferik yayma preparatlardan manuel olarak yapilan trombosit sayim sonuclar
karsilastirildiginda, manuel sayim ile elde edilen trombosit sayisinin; 402,8 £ 56,7 X
10%L oldugu, otomatik sayim ile elde edilen trombosit sayisinin ise; 373,0 = 61,5 x
10%L oldugu gozlemlendi (Cizelge 3.5). Bu gruba ait kopeklerden elde edilen PT,
aPTT ve D-dimer degerleri incelendiginde; PT degerinin; 9,25 + 0,34 sn ve aPTT
degerinin; 18,57 + 0,82 sn oldugu saptandi (Cizelge 3.6). D-dimer degerinin ise;
94,28 + 33,12 ng/ml olarak tiim gruplar arasinda en diigiik deger oldugu dikkati ¢ekti
(Cizelge 3.7).

Yavru disi ve yavru erkek Kangal kopeklerinde akyuvar sayilarina ait veriler
ayrntili olarak incelendiginde, yavru disi ve yavru erkek kopekler arasinda anlaml

bir fark gozlenmedi (Cizelge 3.3).

Yavru disi ve erkek kopekler arasindaki alyuvarlara ait parametreler
incelendiginde; alyuvar sayilar1 ve hematokrit deger ile MCV, MCH ve MCHC

degerlerinde yavru disi ve yavru erkek kopekler arasinda istatistiki agidan 6nemli bir
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fark bulunmazken, hemoglobin (HGB) miktarlar1 arasindaki fark cinsiyetler

acisindan P=0,034 diizeyinde anlamli bulundu (Cizelge 3.4).

Yavru kopekler arasindaki trombosit sayilari, PT ve aPTT siireleri ile D-
dimer miktarlar1 cinsiyetler dikkate alinarak incelendiginde Onemli bir fark

g6zlenmedi (Cizelge 3.5, 3.6, 3.7).
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3.3. Puberta Donemindeki Kangal Kopeklerine Ait Hematolojik ve Hemostatik

Test Degerleri

Calismanin 3. grubunu olusturan puberta donemindeki disi (PD) kopeklere
(n=7) ait tam kan sayimlar1 incelendiginde; 10-14 aylik disi kopeklere ait ortalama
akyuvar sayisi; 17,8 £ 9,6 x 109/L, monosit sayist; 0,50 + 0,17 x 10%L, lenfosit
sayist; 2,03 £ 0,6 x 10%L ve graniilosit sayis1 ise; 15,00 + 8,3 x 10%L oldugu
gozlemlendi (Cizelge 3.3). Bu gruba dahil olan képeklerin alyuvar sayilari; 7,2 + 1,3
x 10*/L, hemoglobin miktar1; 15,4 + 2,2¢/dL ve hematokrit degeri ise % 51,5 + 6,8
olarak kaydedildi. Bununla birlikte, MCV; 72,4 + 5,2 fL, MCH; 21,6 = 1,5 pg ve
MCHC; 29,9 + 0,8 g/dL olarak saptandi (Cizelge 3.4). Puberta donemine ait disi
hayvanlarin, otomatik ve manuel olarak elde edilen trombosit sayilari
karsilastirildiginda; otomatik sayim cihaziyla elde edilen trombosit sayisinin
ortalamalarinin; 320,1 + 33,2 x 109/L, manuel sayimdan elde edilen trombosit sayisi
ortalamasimin ise; 316,0 =+ 36,3 x 10%L oldugu gorildii. Puberta donemindeki
kopeklere ait analiz sonuglarinin Cizelge 3.5’ de sunuldu. Bu grubun tiim
bireylerindeki hemostatik analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, PT degeri; 10,26 +
0,27 sn ile tim gruplar arasindaki en uzun PT stiresi, aPTT degeri; 17,47 + 2,81 sn ve
D-dimer degeri; 312,32 + 73,83 ng/ml olarak belirlendi. Bu degerler Cizelge 3.6 ve
Cizelge 3.7°de sunuldu.

Yapilan ¢aligmada 4. grubu olusturan 10-14 aylik puberta donemindeki erkek
(PE) kopeklere ait tam kan sayimi sonuglar1 degerlendirildiginde, akyuvar sayilari;
11,2+2,4 X 109/L, monosit sayist; 0,37 + 0,09 X 109/L, lenfosit sayisi; 1,65 +
0,3 x 10/L ve graniilosit sayis1; 9,20 + 2,3 x 10%L olarak belirlendi (Cizelge 3.3). Bu
grupta yer alan puberta donemindeki erkek kopeklerin alyuvar sayislari; 7,3 £ 0,4 x
10'%/L, HGB miktari; 15,8 + 0,6 g/dL ve HCT degeri ise % 54,4 + 2,9 olarak
gozlemlendi. Ayn1 hayvanlarin, MCV degeri; 74,62 + 3,12 fL, MCH degeri; 21,72 +
0,59 pg, MCHC degeri; 29,15 + 0,74 g/dL olarak Cizelge 3.4’de sunuldu.
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Puberta donemindeki erkek Sivas Kangal kopeklerinde, otomatik sayim
cihaziyla elde edilen trombosit sayisinin aritmetik ortalamalarinin; 180,8 + 19,6 x
10%L ve manuel sayimdan elde edilen trombosit sayisi ortalamalarinin ise; 178,2 +
19,9 x 10%L oldugu goriildii (Cizelge 3.5). Ayrica dordiincli grupta yer alan
kopeklerin hemostatik testleri incelendiginde, PT degeri; 9,70 + 0,53sn, aPTT degeri
ise; 20,84 + 2,04 sn olarak gozlemlendi (Cizelge 3.6). Bu hayvanlarin D-dimer
miktarinin ortalama olarak; 147,84 + 53,45 ng/ml oldugu saptand1 (Cizelge 3.7).

Puberta donemindeki 10-14 aylik disi ve erkek kopeklere ait tam kan analiz
sonuclarinin aritmetik ortalamalari cinsiyetler dikkate alinarak karsilastirildiginda,
akyuvar ve alyuvar sayilart ile HGB, HCT, MCV, MCH vr MCHC degerleri ile

alakali sayisal farklar istatistiki olarak anlamlandirilamadi (Cizelge 3.3, 3.4).

Puberta donemindeki kopeklerin trombosit sayilari arasindaki fark
incelendiginde; otomatik sayim cihazindan elde edilen trombosit sayisinin disilerde
erkeklerden daha yiiksek (P=0,004) oldugu goriildii. Ayni sekilde manuel sayim ile
elde edilen trombosit sayilar1 cinsiyetler arasinda karsilastirildiginda, puberta
donemindeki disi kopeklerin trombosit sayilarimin erkek kopeklerden yiiksek
(P=0,006) oldugu goézlemlendi (Cizelge 3.5). Aym1 grubun hemostatik test sonuglar

arasinda ise fark gézlemlenmedi.

3.4. Eriskin Kangal Kopeklerine Ait Hematolojik ve Hemostatik Test Degerleri

Calismanin 5. grubunu olusturan, 18-24 aylik eriskin disi (ED) kdpeklere
(n=7) ait tam kan sayim sonuclar1 degerlendirildiginde; ortalama akyuvar sayist; 15,0
+ 5.4 x 10%L, monosit sayist; 0,54 £ 0,13 x 10%L, lenfosit sayist; 2,41 £0,9 x 10°%/L
ve graniilosit sayis1 ise; 12,05 = 4,5 x 10%L oldugu saptandi (Cizelge 3.3). Diger
taraftan bu grubun ortalama alyuvar sayist; 7,5 + 0,4 x 1012/L, HGB miktari; 15,3 +
1,2 g/dL ve HCT degeri; % 54,2 + 3,2 olarak gozlemlendi (Cizelge 3.4). Buna
ilaveten, MCV; 72,37 + 2,28 fL., MCH; 20,42 + 1,41 pg ve MCHC degerlerinin ise
26,82 + 3,14 g/dL oldugu belirlendi (Cizlge 3.4). Eriskin disi Kangal kopeklerinden
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yapilan otomatik ve manuel trombosit sayim sonuglarina bakildiginda; otomatik
sayim cihaziyla elde edilen verilerin ortalamalariim, 516,00 + 73,03 x 10/L oldugu
gorildii. Ayni sekilde manuel sayim ile elde edilen ortalama trombosit sayisinin ise;
494,86 + 163,26 x 10%/L oldugu saptandi (Cizelge 3.5). Eriskin disi kopeklerdeki
hemostatik test degerleri incelendiginde; PT degeri; 9,88 + 0,32 sn, aPTT degeri;
20,61 = 1,54 sn olarak gozlemlendi (Cizelge3.6). D-dimer seviyesi ise; 466,10
198,62 ng/ml olarak olculdu (Cizelge 3.7).

Yapilan ¢alismanin 6. ve son grubunu olusturan eriskin erkek (EE) kopeklere
ait tam kan sayimi ve trombosit sayimi analizleri degerlendirildiginde; bu grupta
bulunan hayvanlarin ortalama akyuvar sayisi; 11,2 £ 3,8 x 10%L, monosit sayist;
0,38+0,12 x 109/L, lenfosit sayist; 2,53 + 1,7 x 10%L ve graniilosit sayisi; 8,31 £2.,6
x 10%L olarak belirlendi (Cizelge 3.3). Ayni grubun ortalama alyuvar sayisinin; 7,6 +
1,3 x 10'%/L, HGB miktarinin; 16,6 + 2,8 g/dL ve HCT degerinin ise % 57,3 + 9,4
oldugu saptandi (Cizelge 3.4). Bu hayvanlarin MCV degeri 75,10 + 1,77 fL, MCH
degeri; 21,74 = 0,22 pg ve MCHC degeri; 29,00 = 0,61 olarak Cizelge 3.4’de
sunuldu. Bu grupta yer alan hayvanlarin otomatik ve manuel trombosit sayim
sonuclart karsilastirildiginda; otomatik sayim cihazindan elde edilen ortalama
trombosit sayisinin; 510,00 + 125,87 x lOg/L, manuel sayimdan elde edilen ortalama
trombosit sayisinin; 485,43 + 17,92 x 10%/L oldugu belirlendi (Cizelge 3.5). Eriskin
erkek kopeklerin PT sureleri; 9,63 £ 0,16 sn ve aPTT sireleri; 20,09 £ 1,64 sn olarak
hesaplanirken (Cizelge 3.6), D-dimer seviyesi; 279,56 + 74,60 ng/ml olarak
belirlendi. Bu degerler Cizelge 3.7’ de sunuldu.

Eriskin disi ve erkek Sivas Kangal kdpeklerine ait tam kan analiz sonuglarinin
ortalamalar1 karsilastirilldiginda, toplam akyuvar sayilari, lenfosit sayilar1 ve
graniilosit sayilar1 arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark bulunmazken, monosit
sayilarinin (P=0,044) eriskin disi kopeklerde erkek kopeklere oranla daha yiiksek
oldugu goriildii.
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Eriskin Kangal kopeklerinde cinsiyete bagli toplam alyuvar sayisi, HGB
miktar1 ve HCT degerleri ile MCHC degerlerinde istatistiki olarak onemli bir
degisim goriilmezken, MCV (P=0,028) ile MCH (P=0,050) degerleri eriskin erkek
kopeklerde eriskin disi kopeklere ait degerlerden daha yiiksek bulundu (Cizelge 3.4).

Erigkin hayvanlardan yapilan trombosit sayim sonuglari ile hemostatik test

sonuglari karsilastirildiginda anlamli bir degisim gozlemlenmedi.

3.5. Kangal Kopeklerine Ait Hematolojik ve Hemostatik Testlere Ait Verilerin

Yas ve Cinsiyet Bakimindan Karsilastirilmasi

Yavru, puberta ve eriskin donemlerdeki Sivas Kangal kopeklerinin tam kan
analizleri yas gruplar1 (Y) ve cinsiyet (C) bakimindan karsilastirildiginda; (YxC
etkilesiminde) ortalama akyuvar sayilar1 ile monosit, lenfosit, graniilosit sayilarinin
yas gruplar1 arasindaki farklar istatistiki olarak anlamlandirilamazken (Cizelge 3.8),
akyuvar sayilari; P= 0,014 ile monosit sayisi; P=0,014 ve graniilosit sayisi; P=0,007
diizeyinde disi kopeklerde erkek kopeklerden daha yiiksek bulundu (Cizelge 3.3).

Yavru, puberta ve eriskin donemlerdeki Sivas Kangal kopeklerinin yas
gruplar1 bazinda ortalama alyuvar sayilari, sirasiyla yavrularda; 6,09 + 1,6 x 10%/L
puberta dénemindekilerde; 7,24 + 0,9 x 10*)/L ve eriskinlerde 7,58 + 0,9 x 10%/L
oldugu saptandi. Alyuvar sayilarinin, yavrularla puberta donemindeki kopekler ve
yavrularla erigskin kopekler arasindaki fark P=0,008 diizeyinde 6nemli bulundu
(Cizelge 3.9). Alyuvar sayilarinin, cinsiyetler arasindaki degisimi incelendiginde

biitiin disi ve erkek kopekler arasinda anlamli bir degisim saptanamadi (Cizelge 3.4).

Hemoglobin miktarmin YxC etkilesimi incelendiginde, yas gruplar1 arasinda
bu degerin degisimi sirastyla yavrularda; 10,90 + 3,7 g/dL, puberta
donemindekilerde; 15,67 = 1,5 g/dL ve eriskinlerde 16,01 + 2,2 g/dL olarak bulundu.

Buna goére, HGB degerlerinin yavrular ve puberta donemindeki kopekler ve
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yavrularin erigkinlerle olan degisimi yas gruplari acgisindan P<0,001 diizeyinde
onemli olarak degerlendirildi. Bu veriler Cizelge 3.9’da sunuldu. Buna karsin HGB
degerleri, cinsiyet bazinda, toplam disi ve toplam erkek kopekler arasinda

karsilastirildiginda anlamli bir degisim gézlemlenmedi (Cizelge 3.4).

YxC etkilesiminde, hematokrit degerlerin yas gruplar1 arasinda sirasiyla
yavrularda; % 44,56 + 11,3, puberta dénemindekilerde; % 52,95 £+ 5,3 ve
eriskinlerde; % 55,82 + 7,0 oldugu gozlendi. Yavru kdpeklerin puberta donemindeki
kopekler ile erigskin kopekler arasindaki degisimi (P=0,003) 6nemli bulundu (Cizelge
3.9). Bu hayvanlarin disilerinde; % 49,8 + 7,4 ve erkeklerinde % 52,3 + 10,9 olarak

belirlenen HCT degerler arasinda cinsiyet agisindan fark goriilmedi.
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Sivas Kangal kopeklerinin yas ve cinsiyetin ortalama alyuvar hemoglobin
derisimi (MCHC) iizerine olan etkisi, yas gruplar1 arasinda kiiciikten biiyiige sirasiyla
puberta donemindekilerde; 29,54 + 0,8 g/dL yavrularda; 29,57 + 0,7 g/dL ve
eriskinlerde 27,91 + 2,4 g/dL olarak belirlendi. Bu sonuglar yas gruplar1 arasinda
P=0,006 olmak iizere, yavrularla erigkinler arasindaki fark ile puberta
donemindekiler ve eriskinler arasindaki fark énemli bulundu (Cizelge 3.10). Benzer
sekilde bir yaklasim cinsiyetler aras1 uygulandiginda erkeklerde bu deger; 29,2 + 0,6
g/dL ile disilerde bulunan 28,7 + 2,3 g/dL degerinden ylksek bulundu. Cinsiyete
bagli bu degisim P=0,032 olmak {izere anlaml1 olarak degerlendirildi (Cizelge 3.4).
Ortalama alyuvar hacmi (MCV) ile her bir alyuvara diisen hemoglobin miktarlarinin
(MCH), YxC etkilesiminde yas ve cinsiyete bagli olarak farklar1 anlamli bulunmadi.

Yavru, puberta ve eriskin donemlerdeki Sivas Kangal kopeklerinin otomatik
cihazdan elde edilen trombosit sayilari, YxC etkilesiminde karsilastirildiginda,
kiigiikten biiyiige sirasiyla puberta donemindeki kdpeklerde; 250,50 + 65,85 x 10%L,
yavrularda; 406,21 * 65,85 x 10%L ve eriskinlerde; 513,00 + 65,85 x 10%/L olarak
belirlendi. Manuel olarak yapilan trombosit sayilar1 da benzer sekilde kiigiikten
biliylige sirasiyla, puberta donemindeki kopeklerde; 247,14 + 62,33 x 109L,
yavrularda; 423,71 + 62,33 x 10%/L ve eriskinlerde; 490,14 + 62,33 x 10°/L olarak
sayildi. Buna gore puberta doneminde olan kdpeklerle erigskin kopeklerin yasa bagl
trombosit sayilarindaki degisim hem otomatik sayimda; P= 0,023 diizeyinde hem de
manuel sayimda; P=0,026 diizeyinde énemli bulundu (Cizelge 3.11). Ayn1 degerler
yas gruplarina bakilmaksizin cinsiyetler arasinda degerlendirildiginde ise fark

gorulmedi (Cizelge 3.5).

Yavru, puberta ve eriskin donemlerdeki Sivas Kangal kopeklerinin
hemostatik analizleri YXC etkilesiminde degerlendirildiginde, PT degeri, yavrularda;
9,09 + 0,24 sn, puberta donemindeki Kangal kopeklerinde; 9,98 = 0,24 sn ve
erigskinlerde; 9,75 + 0,25 sn olarak hesaplandi (Cizelge 3.12). Buna gore, yavru
kopekler ile puberta donemindeki kopekler arasinda olusan degisim P=0,036
duzeyinde 6nemli bulundu. PT siresi en uzun, puberta donemindeki hayvanlarda

kaydedildi. Ancak PT siiresinin cinsiyetler arasindaki degisimi incelendiginde bu
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deger, disilerde; 9,69 + 0,2 sn, erkeklerin PT siiresi ise; 9,53 + 0,2 sn olarak

belirlendi ve aralarinda fark olmadig1 goriildii (Cizelge 3.6).

Sivas  Kangal kopeklerdeki aPTT  degerinin  YxC  etkilesimi
karsilastirildiginda; aPTT siiresinin yavrularda; 17,33 £ 1,3 sn, puberta
donemindekilerde; 19,16 + 1,3 sn ve eriskinlerde; 20,35 + 1,3 sn oldugu kaydedildi.
Bu degerin cinsiyete bagli degisimine bakildiginda, disilerde; 18,06 = 1,0 sn,
erkeklerde; 19,83 + 1,0 sn oldugu gozlemlendi. Ancak yas ve cinsiyet bakimindan

aPTT degerindeki bu degisimler anlamli bulunmadi (Cizelge 3.6, 3.12).

Son olarak Kangal kdpeklerinden elde edilen fibrin artik iirlinleri seviyesini
belirleyen D-dimer miktari, YXC etkilesiminde karsilagtirildiginda, ortalama degerler
bakimindan yavrularda; 123,17 + 53,4 ng/ml, puberta donemindekilerde; 230,08 +
49,0 ng/ml ve eriskinlerde; 372,83 + 47,1 ng/ml oldugu goriildii. Tim bu degerler
dikkate alindiginda yavrular ve eriskin Kangal kopeklerinin D-dimer seviyeleri
arasindaki degisim P=0,004 diizeyinde olmak iizere farkli bulundu (Cizelge 3.12).
Ayrica D-Dimer miktar1 disilerde; 310,16 = 39,5 ng/ml, erkeklerde; 173,89 + 42,0
ng/ml olarak O6l¢iildii. Bu sonug, disilerin D-Dimer miktarinin P=0,024 diizeyinde

erkeklerden yiiksek oldugunu gosterdi (Cizelge 3.7).
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4. TARTISMA

4.1. Materyal ve Uygulanan Test Yontemlerinin Secimi

Kopeklerde, bugiine kadar tanimlanmis; trombositlerin sayi, sekil veya
fonksiyon bozukluklar1 sonucu gelisen; trombositopeni, pihtilagsma faktorleri
eksikligi veya noksanliklarina bagli olarak gelisen; hemofili, genetik mutasyonlar ve
kusurlar sonucu sekillenen; von Willebrand hastaligi, enfeksiydz ajanlar (bakteri,
virliis, mantar ve parazitler), ilag kullanimlari, organ yetmezlikleri, travmalar,
obstetrik komplikasyonlar, kanser vb. sebeplerle gelisen; yaygin intravaskiiler
koagiilopati (DIC) gibi kanamaya bagli pek ¢ok hastalik bulunmaktadir. Yapilan
calismalar, s6z konusu hastaliklardan bir kisminin 1tk predispozisyonuna bagl olarak
goriilme sikliginin bazi irklarda arttigindan s6z etmektedir (Aslan ve ark., 2016; Barr
ve McMichael, 2012; Boudreaux ve ark., 1994; Brooks, 1999; Brooks ve ark., 2002;
Col, 2003; Kalaycioglu, 1979 ve Lobetti ve Dippenaar, 2000). Ancak, yerli bir gen
kaynagimiz olan Sivas Kangal kopeklerinde bugiline kadar kanamaya baglh
hastaliklarin tani, teshis ve tedavisine yardimci olacak nitelikte yeterli kaynaga
rastlanilamamis olmas1 sebebiyle bu ¢alismada saglikli kopeklerde yas ve cinsiyete

bagli baz1 pithtilagma parametrelerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Oncelikle ¢aligmada hangi testlerin kullanilacagi planlanirken, hangi testin
pihtilagmanin hangi basamaginda etkili bir tan1 yontemi olacagi belirlendi (Brooks,
1999, Kaptan 2006 ve Weisbrot ve Hollenberg, 1980). Trombosit yikimma neden
olabilecek ilaglarin kullaniminda, fazla miktarda kan verilmesinde veya kan
kayiplarinda, Colyak hastaligi, K vitamini eksikligi ve 16semi gibi hastaliklarda
diisen trombosit sayis1 dikkat ¢ceker. Bu sebeple trombosit sayisinin degerlendirilmesi
hekimi aydinlatan en 6nemli laboratuvar testlerindendir (Herring ve McMichael,
2012; Pietrangelo, 2017 ve Roustsalo, 2015). Bu diisiinceyle trombositlerin sayisi
hakkinda bilgi edinmek icin; otomatik tam kan sayim cihazi ile trombosit sayimi

yapildi. Elde edilen sayisal veriyi dogrulamak ve bununla birlikte trombositlerin
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kiime olusturabilme kabiliyetlerini gorebilmek igin; periferik yayma preparattan

trombosit sayimi yapildi (Brahimi ve ark., 2009 ve Kaptan, 2006).

Deniz (2000), Raber (1990) ve Matthews ve Eshar (2016) yaptiklar
caligmalarda, ekstrinsik ve son ortak yoldaki pihtilasma faktorlerindeki eksiklikler, K
vitamini antagonisti gibi etki gosteren antikoagulanlarla oral tedavi, karaciger
hastaliklar1 ve intraven6z heparin uygulamalar1 ile rodentisit intoksikasyonlarinda PT
stiresinde, intrinsik ve son ortak yoldaki pithtilasma faktorlerinin eksikliklerinde veya
fonksiyon bozukluklarinda, hemofili ve von Willebrand hastaliginda, intravendz
heparin uygulamalar1 sonrasinda ve antifosfolipid sendromunda aPTT siiresinde
uzamalar goriildiigiinii bildirmislerdir. Bu sebeple bu calismada, kanamaya bagl var
olabilecegi diisiiniilen sorunun, pihtilasmanin en 6nemli basamaklarindan olan
pihtilagsma kaskatinin hangi asamasinda oldugunu ortaya koyabilmek i¢in PT, aPTT
ve D-dimer fibrin artik iirlinlerinin belirlenmesi testleri yapildi (Castellone, 2008;
Deniz, 2000; Palta ve ark., 2014 ve Wiinberg ve ark., 2007). Buna gore ekstrinsik
yolda karsilagilabilecek sorunlarin  belirlenmesi i¢in PT, intrinsik yolda
karsilagilabilecek sorunlarin belirlenmesinde; aPTT testleri yapildi. Bununla birlikte
son ortak yoldaki sorunlarin belirlenmesinde; PT ve aPTT testleri, fibrinolizis ile
ilgili sorunlarin belirlenmesinde ise; yiiksek duyarliliga sahip, D-dimer fibrin artik
tiriinlerin analizi ve aPTT testlerinin her ikisi birden degerlendirildi (Brooks, 1999;
Gezer, 2012; Herring ve McMichael; 2012; Kaptan 2006; Raber, 1990 ve Weisbrot
ve Hollenberg, 1980). Epstein ve ark. (2013), Kang ve ark. (2016), Karagdz ve
Serdar (2013) ile Stokol ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢aligmalarda; yaygin intravaskiiler
koagiilopati (DIC), tromboemboli, i¢ kanama, renal ve hepatik hastaliklar ile
neoplazilerde ve operasyon sonrast ddonemde D-dimer seviyesinin arttigindan ve D-
dimer seviyesinin belirlenmesinin tromboembolik hastaliklarin tanimlanmasinda
kullanilan duyarlilign yiiksek ve giivenilir bir test oldugundan bahsetmislerdir. Bu
sebeple bu ¢alismada Sivas Kangal kopeklerinde belirlenen yas ve cinsiyete 6zgi
tromboembolik yatkinlik ve/veya hastalik olup olmadiginin belirlenebilmesi ig¢in

yine, D-dimer fibrin artik iirinlerinin analizi yontemi tercih edildi.
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4.2. Orneklemin Gruplandirilmasi

Kurachi ve ark. (2000), insan faktor IX geni ile transjenik farelerde yaptiklari
calismada, yasa bagli olarak pihtilasma kapasitesinin arttigini bildirmislerdir.
Massicotte ve ark. (1986), yeni dogan kuzu, tavsan yavrusu, domuz yavrusu ve
kdpek yavrusunda yaptiklar1 calismadan elde ettikleri verilere dayanarak, ayni tiirlere
ait yeni dogan yavru ve erigkinlerin pihtilasma degerlerinin farkli oldugunu
bildirmislerdir. Barthélemy ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada, kdpeklerde tromboz
gelisiminde yasin Onemli bir risk faktorii oldugunu vurgulamislardir. Ayrica
Turkmen ve ark. (1997), hayvanlarda kan parametrelerinin ik, yas, cinsiyet, mevsim
ve yetistirme sartlar1 gibi faktorlerden etkilendigini belirtmislerdir. Bu sebeplerle
yapitlan bu c¢alismada oOrneklem olusturulurken, yas faktori goz Oniinde
bulundurularak yavru, puberta doneminde ve eriskin olan kdpeklerden olusan 3 yas

grubu olusturuldu.

Genetik bir kusur olan von Willebrand Hastaligi’na ait veriler ortaya
koymaya ¢alisan Lobetti ve Dippenaar (2000) Alman ¢oban kdpeginde, Aslan ve ark.
(2016), ise Sivas Kangal kopeklerini de igeren 12 farkli irk kopekte yaptiklart
caligmalarda gruplar1 belirlerken cinsiyete gore alt gruplar olusturmuslardir.
Turkmen ve ark. (1997), Sivas Kangal kdpekleri ile Alman Coban kdpeklerinde
yaptiklar1 calismada, karaciger ve bobrek fonksiyonlar: {izerine biyokimyasal
analizler yapmiglar ve cinsiyetin, c¢alisilan kan parametrelerinden bazilarinda
sonuclar etkiledigini belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasinda buradan hareketle temelde

yasa bagli olusturulan gruplar, disi ve erkek olarak da gruplandirmaya tabi tutuldu.

4.3. Viicut Isilarimin Pihtilagsmaya Olan Etkisi

Martini ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismada hipoterminin (<36°C) enzim
aktivitesini ve trombosit aktivasyonunu olumsuz etkileyeceginden pihtilagma

bozukluklarina sebep olacagini 6ne siirmiislerdir. Palta ve ark. (2014), orta dereceli
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hipotermide (<35°C) trombositlerin fonksiyon kaybindan, daha ileri hipotermi
durumlarinda (<33°C) ise pihtilasma enzimlerinin ve plazminojen aktivator
inhibitorlerinin sentezinin azalmasina neden olabileceginden s6z etmistir. Johnstone
ve ark. (1994), hipotermi de pihtilasma siiresinin uzadigindan bahsetmistir. Bu
sebeple yapilan bu calismada orneklem olusturulurken hipotermi siiphesi olmayan
(viicut 1s1lar1 >36°C olan) saglikli hayvanlar secildi. Calisma sonucunda yavrularda
viicut 1s1s1 ortalamas1 37,9 °C, puberta dénemindekilerde 38,8 °C ve eriskin Kangal
kopeklerinde 38,2 °C olarak gozlemlendi. Yavru ve puberta donemindeki kopeklerde
gbzlenen sayisal degisim anlamli bulundu (P<0,001). Buna gore, bu ¢alismada elde
edilen hematolojik ve hemostatik test degerlerinde karsilasilabilecek herhangi bir

anomalinin hipotermiden kaynaklanma olasiliginin olmadig1 ortaya konuldu.

4.4. Hematolojik Sonuclarin Degerlendirilmesi

Yapilan bu calismada, hematolojik test sonuglart degerlendirilirken, bir ¢ok
aragtirmacinin yaptig1 ¢aligmalardan (Altuncul, 1997; Choi ve ark., 2011; Harper ve
ark., 2003; Klaassen, 1999; Nielsen ve ark., 2010; O’Brien ve ark., 2014; Park ve
ark., 2009; Rosset ve ark., 2012 ve Rovira ve ark., 2007) elde edilen, farkli yas ve

cinsiyetlerdeki kopek 1rklarinin referans degerleri ile karsilastirmalar yapilmistir.

Klaassen (1999), Veteriner Hekimlikte kopek ve kedilerde kullanilabilecek
olan bazi hematolojik referans degerlerini, WBC; 4000-15500 /uL, RBC; 4,8-9,3
X10°/uL, HBG; 12,1-20,3 g/dL, HCT; % 30-60, MCV; 58-79 fL ve MCH; 19-28 pg
seklinde bildirmistir. Rovira ve ark. (2007), her iki cinsten yiiksek ceviklige sahip
oldugu bilinen farkli kopek irklarindan (Minyatiir Schnauzer, Border Collie,
Rottweiler, Ispanya Su Képegi, Brie Coban Kopegi, Belgika Malinois Kopegi) elde
ettikleri hematolijik test degerlerinden bazilarimi sdyle bildirmislerdir: WBC; 6300-
11800 X10° /uL, RBC; 4,6-7,19 X10° /uL, HBG; 11,9-18,4 g/dL, HCT; % 35-57,9,
MCV; 67-82 fL, MCH; 22,5-34,3 pg ve MCHC; 30,6-36.,9 g/dL’ dir. Nielsen ve ark.
(2010), yaptiklar ¢alismada Bernese Dag Kopeklerinde hematolojik test sonuglarinin
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referans alinan dergerlere benzer oldugunu bunlar arasinda MCHC degerinin oldukga
diisiik bir miktar yiiksek oldugundan s6z etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada Kangal
kopeklerinden elde edilen veriler; WBC, RBC, HBG, HCT, MCV, MCH ve MCHC
degerleri agisindan genel olarak, tiim yas ve cinsiyetlerde bahsedilen literatiirlerden
Klassen’in (1999) farkli kopek irklarindan elde edilen referans degerleriyle uyum
igerisindedir. Buna karsin Rovira ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismadan elde edilen
verilerden WBC, yapilan bu ¢aligmanin sonuglarindan bir miktar yiliksek iken MCH
ve MCHC degerleri ise bir miktar diigiiktiir. Nielsen ve ark. (2010), yaptiklar
calisma verilerinde ise referans alinan degerlerin HBG hari¢ tamami yapilan bu tez
caligmasinin verileriyle uyum gostermektedir. HBG degeri ise bu literatiirde 7,4-11,8
g/dL olarak bildirilmis ve yapilan bu tez ¢alismasinin bir miktar altinda kalmistir. Bu
sonuclara gore farkli irk kopeklerde hematolojik test degerleri birbirine oldukga

yakin sonuglar vermektedir.

Choi ve ark. (2011), kopeklerde yaptiklar1 ¢alismada, RBC, HGB, HCT
degerlerinin yasa bagli degistigini ancak cinsiyet degisiminden etkilenmedigini
bildirmiglerdir. Benzer sekilde Harper ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada WBC,
RBC, HCT, HGB degerlerinin yas degisiminden etkilendigini belirtmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada, RBC (P=0,008), HGB (P=0,001), HCT (P=0,003) degerleri
yagla birlikte artarken MCHC (P=0,006) degeri, puberta doneminde eriskin
kopeklerden daha yiiksek bulunmustur. Yas ilerledikce hormonlarin artmasiyla
birlikte eritropoesis, hemoglobin mitar1 ve hemotokrit deger artis gosterir (Bachman
ve ark., 2013 ve Beggs ve ark., 2014). Buna gore, Sivas Kangal kdpeklerinde, RBC,
HGB, HCT ve MCHC degerleri cinsiyete bagli olmaksizin, diger arastirmacilarin da
farkli kopek irklarinda bilirdigi gibi, yas degisiminden etkilenmektedir. Altuncul
1997° de, Kangal kopeklerinin de bulundugu 4 farkli kopek wrkinda yaptigi
caligmasinda ortalama alyuvar sayilar1 ile hemoglobin ve hematokrit degerlerinin
erkeklerde disilerden daha yiliksek oldugunu belirtmis ancak istatistiki olarak anlamli
bir sonu¢ bulamamistir. Bahsedilen degerler agisindan yapilan bu tez ¢alismasinda
elde edilen veriler degerlendirildiginde, toplam disi ve erkek Kangal kdpekleri

arasindaki degerler disi ve erkek hayvanlar arasinda sayisal olarak farkli olsa da, bu
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fark istatistiki agidan bir dnem arz etmemektedir. Yalnizca yavrularin hemoglobin
miktari, disi Kangal kopeklerinde P=0,034 diizeyinde erkek Kangal kopeklerinden
yiiksek olarak kaydedilmis ancak bu farkin yasla birlikte ortadan kalktig1 ve cinsiyete
bagl farklarin istatistiki olarak bir 6nem arz etmedigi gézlemlenmistir. Buna gore,
RBC, HBG ve HCT degerleri cinsiyetten etkilenmemektedir. Buna karsilik WBC
sayis1 disilerde erkeklerden daha yiiksekken (P=0,014), MCHC degeri ise disilerde
erkeklerden daha distiktiir (P=0,032). Bu sonuclardan WBC degerlerinin, Park ve
ark. (2009), yaptiklar ¢alismada yavrulardan elde ettikleri verilerin aksine, Choi ve
ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismanin, 9 aylik kopeklerdeki sonuglariyla benzedigi
goriilmiistiir. MCHC degerlerindeki degisim her iki literatiirle uyumlu bulunmustur.

Buna gore WBC ve MCHC degerlerinin cinsiyete bagli degisimi énemlidir.

4.5. Trombosit Sayim Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Primer hemostaziste meydana gelen kanama bozukluklar1 arasinda en 6nemli
rol trombositlerle ilgilidir. Trombositlerin say1, sekil, fonksiyon, sinyalizasyon
bozukluklar1 ve kiimelesme yetersizlikleri, tromsitopeni, trombositopati, von
Willebrand Hastalig1 gibi pek ¢ok pihtilagma hastaliginin sebebini olusturmaktadir
(Aumann ve ark., 2013; George 2000 ve Ulutin 1976). Diger taraftan kronik kalp,
karaciger ve bobrek bozukluklari ve yetmezliklerinde sekonder olarak trombosit
fonksiyon bozukluklar1 sekillenebilmektedir (Dudley ve ark., 2017; Nichols ve ark.,
2016 ve Weiss ve Brazzell, 2006). Bu sebeplerle primer veya sekonder kanama
bozukluklarinin belirlenmesinde en sik kullanilan test trombosit sayisinin
belirlenmesidir. Trombositler otomatik kan sayim cihaziyla veya periferik yayma
preparattan manuel olarak sayilabilmektedir (Herring ve McMichael, 2012;
Pietrangelo, 2017 ve Roustsalo, 2015). Periferik yayma preparat herhangi bir
antikuagiilan kullanilmadan alinan kandan taze olarak hazirlanir. Bu sebeple bu testin
kullanimiyla trombositlerin sayisi, morfolojik yapisi, kiime olusturma kapasiteleri
degerlendirilebildigi gibi eritrosit ve l0kositlerle oransal iligkileri de saptanabilir
(Kaptan, 2006 ve Weisbrot ve Hollenberg, 1980). Periferik yayma preparattan

sayillan trombositlerin tahmini sayis1 hesaplanirken, Brahimi ve ark. (2009),
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alyuvar/trombosit oranina dayali tahmini trombosit sayisinin belirlenmesi yontemini
kullanmislaridir. Bajpai ve ark. (2015,) ve Webb ve ark. (2004), ¢alismalarinda
ortalama trombosit sayis1 hesaplanirken, bulunan sayiy1 15.000 ile carparak tahmini
trombosit sayisini bulmuslardir. Anitha ve ark. (2014), Harvey (2015), Malok ve ark.
(2007), Oztiirk (2017), Weisbrot ve Hollenberg (1980) yaptiklar1 ¢alismalarinda
x100°1ik objektifte, farkli immersiyon alanlarinda sayilan trombositlerin ortalamasi
alindiktan sonra 20.000 ile carpilarak 1uL kandaki tahmini trombosit sayisini
hesaplamiglardir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, alyuvar sayisinin trombosit sayisina
oranlandig1 sayim yontemi yerine Anitha ve ark. (2014), Harvey (2015), Malok ve
ark. (2007), Oztirk (2017), Weisbrot ve Hollenberg (1980) gibi arastirmacilarin
yaptig1 gibi 10-20 immersiyon alaninda sayilan ortalama trombosit sayisi 20.000 ile
carpilarak 1 pL kandaki trombosit sayisi hesaplanmistir. Periferik yayma preparat
hazirlanirken Anitha ve ark. (2014) ve Bajpai ve ark. (2015), gibi arastirmacilarin
tercih ettigi Leishman boyasi veya Brahimi ve ark.nin (2009) kullandigi May-
Griimwald Giemsa boyasmnin aksine, Cornell Universitesi Hayvan Sagligi Tam
Merkezi Laboratuvarlari’'nda (Anonim, 2015) kullanilan ayrica Malok ve ark. da
(2007), yaptiklar1 c¢alismada belirttigi gibi bu ¢alismada uygulama pratikligi
acisindan Wright’s boyasit kullanildi. Kaptan (2006) trombositlerin normal dis1
durumlarinin belirlenmesinde, periferik yayma yonteminin dogrudan incelenmesinin
yerine konulabilecek daha uygun bir yontem olmadigini belirtmistir. Anitha ve ark.
(2014), ve Brahimi ve ark. (2009), gibi arastirmacilar periferik yayma preparat
tizerinden yapilan tahmini trombosit sayisi hesaplamanin, otomatik sayimla elde
edilen trombosit sayiminda ortaya cikabilecek hatalar diisiintildiiglinde, otomatik
sayima gore daha giivenilir ve uygulanabilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
Bajpai ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada otomatik ve manuel sayim sonuglarini
(P=0,69) istatistiki olarak anlamli bir fark gostermedigini ortaya koymuslardir.
Yapilan bu tez ¢alismasinda Bajpai ve ark.nin sonuglarina benzer sekilde, otomatik
ve manuel sayimda elde edilen trombosit sayilar1 arasinda t-test ile yapilan
karsilastirma sonucuna gore, istatistiki acidan 6nemli bir fark bulunmadi (P=0,78).
Buna gore periferik yayma preparatla yapilan trombosit sayimlarinin otomatik sayim
cihazindan elde edilen sayimla benzer sonuclar verdigi, bu agidan

degerlendirildiginde her iki yOnteminde usuliine uygun yapildiginda giivenle
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kullanilabilecek ve uygulama agisindan hekimin kararina birakilabilecek yontemler

oldugu ortaya konuldu.

Brooks (1999) ve Barr ve McMichael (2012) gibi yazarlar trombositlerdeki
fonksiyon bozuklugu ve eksikligine bagli bazi irklarin (Collie, Spitz, Basset Tazilari,
Amerikan Cocker Spaniel vs.) predizpozisyon gosterdigini bildirmistir. Pek ¢ok
literatiirde kopekler i¢in alinan ortalama referans araliklar1 ¢alisilan cihaza ve irka
gore kiiclik degisimler gostermekle birlikte, referans araligini, Auman ve ark. (2013),
gére, 200-500 x10%/L, Boudreaux (2010), 186-545 x10%uL, Dudley ve ark. (2017),
108-433 x10°/L, Hackner (2016), 150-500 x10°pL ve Mayhew ve ark. (2013), 117-
398 XlOguL olarak kabul etmislerdir. Yapilan bu tez calismasinda her yasta ve
cinsiyetteki Sivas Kangal koOpeklerinde bulunan degerler yukarida anilan
literatiirlerdeki referans deger araliklari igerisinde bulundu. Bu degerler arasinda,
puberta donemindeki kopeklerin trombosit sayilarinin, otomatik sayimda (P=0,023)
ve manuel sayimda (P=0,026), eriskin kopeklerin trombosit sayilarindan diisiik
oldugu goriildii. Cesitli arastirmacilar (Fogelberg ve ark., 1990; Masuda ve ark, 1991
ve Yue ve ark., 1995) ratlarda ve tavsanlarda yaptiklar c¢alismalarda, Ostrojen ve
testesteron gibi cinsiyet hormonlarinin, damar duvarindan TXA, ve prostasiklin gibi
vazoaktifaminlerin  salgilanmasin1  uyararak = vazokonstriksiyonu  arttirdigin
belitmislerdir. Buna gore puberta donemindeki kopeklerde trombosit sayisinin az
olmasmmin dezavantajlarinin, bu donemde salgilanmaya baslayan cinsiyet
hormonlarinin etkisiyle trombositlerin fonsiyonlarinda artisa sebep olacagindan
pihtilasmanin  olumsuz  etkilenmeyecegi  disiiniilmektedir. Ayrica puberta
donemindeki disi kopeklerin trombosit sayilart erkek kopeklerin trombosit
sayilarindan daha yiiksek kaydedildi. Buna gore puberta donemindeki kopeklerin
trombosit sayilarinin, hem otomatik (P=0,004) hem de manuel sayimda (P=0,006)
cinsiyetler arasi farkin anlamli oldugu goriildii. Bu durum Schwertz ve Penckofer’in
(2001) caligmalarinda bildirdikleri gibi kadmlardan elde edilen trombositlerden
erkeklerden elde edilen trombositlerden daha az trombotik oldugu bildirimiyle
uyumlu bulundu. Bu durum puberta déneminde olan erkeklerde, her ne kadar

referans alinan degerler igerisinde yer alsa da sayisal olarak diger gruplardan daha az
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olan trombositlerin, fonksiyonel a¢isindan trombotik etkisinin yiiksek oldugu ve

hemostazin saglanmasinda yeterli gérevi yapabildigi diislincesiyle agiklanabilir.

4.6. Hemostatik Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Hemostatik testler, Kklinik bulgulara ve hastanin gegmisine gore hastaya
uygulanmas1 gerekli olan analizlerdir. Kanamaya bagli hastaligin karakterize
edilebilmesi i¢in hemostatik testlerin yapilmasi oldukc¢a énemlidir (Hackner, 2011).
Ciinkii kanama bozukluklart primer olarak ortaya c¢ikabilecegi gibi viicudun
hemostatik dengesini bozan hemorajik sok, hipoksi, hipotermi, metabolik asidoz,
travmalar, enfeksiy0z ajanlar, sitokinler ve ¢esitli abnormaliteler ile multiple organ
yetmezlikleri ve dolasim bozukluklariyla sekonder olarak da gelisebilir. Bu sebeple
kanama bozukluklar1 kliniklerde hekimler tarafindan dikkatle alinan anamnez ve kan
sonuclarinin iyi degerlendirilmesiyle bir hastaligin sebebi olabilecegi gibi bagka bir
hastaligin sonucu olarak da ortaya ¢ikabilmektedir (Kurachi ve ark., 2000 ve Palta ve
ark., 2014). Ancak bu testler yiiksek hassasiyet gerektiren 6zellesmis test teknikleri
oldugundan ve Ozel laboratuvar malzemeleri, cihazlari ile tiire 6zgii test kitlerine
gereksinim dogurdugundan, orneklerin toplanmasindan islenmesine kadar ki tlm
stirecler i¢in uygulanan hastaya ve laboratuvar sartlarna gore standardize
edilmelidir. Sonuclarin bireyden bireye ve uygulanan analiz yontemine gore
degisebilecegi de unutulmamalidir (Deniz, 2000; Hackner, 2011 ve Wiinberg ve ark.,
2007).

Col (2003), yaptig1 tez calismasinda, Gezer (2012), Herring ve McMichael
(2012) ve Mischke ve ark. (2003), yaptiklari galismalarda, PT ve aPTT gibi
hemostatik test analizlerinin yapilabilmsi i¢in numunelerin % 3,2 ’lik sodyum sitrat
igeren kan tiiplerine, 1 kisim antikoagiilana 9 kisim kan olacak sekilde (1:9 oraninda)
toplanmas1 gerektiginden soz etmistir. Molares ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada
% 3,2’lik sodyum sitrath tiip ile % 3,8’lik sodyum sitrath tiip arasinda testlerin

giivenilirligi bakimindan anlamli bir fark olusturacak degisimlerin olmadigin
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belirtmistir. Yapilan bu c¢alismada bireysel hatalarin Oniine gecilerek giivenli bir
sekilde, deneysel bir Ornekligin saglanmasi ve pseudotrombositopeni gibi
beklenmeyen ve klinik tabloyla uyusmayan hemostatik test sonuglarinin oniine
gecilmesi amaciyla numuneler % 3,2’lik sodyum sitratli tiiplere 1:9 oraninda

topland.

Bu tez c¢alismasinda sekonder hemostaziste meydana gelen kanama
bozukluklarinin tespit edilebilmesi igin, hayvanlara PT, aPTT ve D-dimer testleri
uygulandi. Bu testlerin sec¢ilmesindeki amag, pihtilagma kaskatinda ve fibrinoliziste
gelisebilecek olan kusurlarin ayn1 zamanda degerlendirilebilmesini saglamaktir. Bu
testlerden PT (protrombin zamani) testi; pihtilasma kaskatinin ekstrinsik ve son
ortak yolunda meydana gelen kanama bozukluklarinin, aPTT (aktive adilmis parsiyel
tromboplastin zamani) testi; intrinsik ve son ortak yolda karsilasilabilecek
bozukluklarin ve D-dimer testi ise fibrinolizisle ilgili sorunlarin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Castellone, 2008; Deniz, 2000; Epstein ve ark., 2013; Palta ve ark.,
2014; Raber, 1990; Weisbrot ve Hollenberg, 1980 ve Wiinberg ve ark., 2007). Diger
bir ifadeyle, PT testi; faktor III, VII, X, V, II ve fibrinojen kaynakli bozukluklarin
taranmasinda kullanilir. Buna karsilik aPTT testi, faktor XII, XI, IX, VIIL, X, V, II ve
fibrinojen kaynakli sorunlarin belirlenmesinde kullanilan bir analiz yontemidir
(Deniz, 2000; Gezer, 2012; Hackner, 2011 ve Raber, 1990). Bu sekliyle
diisiiniildiiglinde PT testi, bahsedilen faktor eksikliklerinin, akut karaciger yetmezligi
ve hastaliklarinin tanisinda, K vitamini eksikliginde ya da antagonizmine sebep
olabilecek kimyasal ajan kullaniminda ve varfarin zehirlenmelerinin tanisinda
giivenle kullanilabilir. aPTT testi ise, basta hemofili A (faktor VIII) ve hemofili B
(faktor 1X) hastaligr ve Hageman faktor (faktor XII) eksikligi olmak tizere, faktor VII
ve faktor XIII disindaki tiim faktor eksiklik ve noksanliklarinin, von Willebrand
hastalig1, yaygin intravaskiiler koagiilopati (DIC) tanisinda kullanilir. Ayrica Lupus
antikoagiilan1 ve antifosfolipid antikorlar1 varliginin ortaya konulmasinda da
kullanilabilir. D-dimer testi ise fibrinolizisle ilgili sorunlarin ortaya konmasinda
fibrin artik {irlinlerinin belirlenmesine dayali bir test olup, kronik karaciger ve bobrek

hastaliklar1 ile yaygin intravaskiiler koagiilopati (DIC) tanisinda tercih edilir
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(Epstein ve ark., 2013; Hackner, 2011 ve Herring ve McMichael, 2012 ve Stokol ve
ark., 2000). Yapilan bu tez c¢alismasinda Sivas Kangal kopeklerinde yas ve
cinsiyetler arasi sekonder hemostazis kaynakli herhangi bir kanama bozuklugunun
varolup olmadigin1 ortaya koymak {izere bahsedilen testler tiim numunelere

uygulandi.

Deniz (2000) ve Kumano ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismalarda belirttigi
gibi, aPTT testi igin in vivo olarak kollajenin yaptig1 gorevi in vitro olarak yerine
getirmek tizere kullanilan kaolin, selit, silika, elajik asit vb. igeren pek ¢ok reaktif
vardir. Bu reaktiflerden silika, aPTT testleri i¢in yiiksek duyarlilik gostermekte ve
sikca kullanilmaktadir. Bu sebeple Lupus antikoagiilan1 gibi fosfolipid bagimli
antikorlarin varligin1 ortaya koymak icin yiiksek duyarliliklt aPTT testlerine ihtiyag
duyulur. Ancak Kumano ve ark. bu g¢alismalarinda, Deniz (2000), silikat igeren
reaktiflerin, %100 duyarliliga sahip oldugu i¢in tercih edildigini belirten
aciklamasinin aksine, elajik asit iceren reaktiflerin silika igeren reaktiflerden daha
yiiksek duyarlilikta oldugunu ortaya koymuslardir. Bu sebeple bu tez ¢aligmasinda
da, aPTT testlerinin yapiminda elajik asit igeren reaktif tercih edildi.

Kisker ve ark. (1982), yaptiklar1 ¢aligmada koyunlarin ortalama PT siiresini;
11,4 sn, aPTT suresini 41,5 sn., Perez ve Mendoza (2017), saglikli merkep ve atlarda
yaptiklar1 ¢aligmada, merkeplerde PT siiresini; 12,1 sn aPTT siresini; 33,4 sn, atlarda
PT siiresini; 11,2 sn ve aPTT siiresini; 38,8 sn olarak bulmuslardir. Irmak ve
Giizelbektes (2003), yine Irmak ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢alismalarda buzagilarin
ortalama PT surelerini 27,78 sn, aPTT surelerini ise 42,4 sn olarak belirtmislerdir.
Hackner (2011) kedilerde ortalama PT siresinin 9-12 sn ve aPTT siiresinin 15-21 sn
oldugunu vurgulamistir. Yapilan bu calismadaki PT ve aPTT sonuglari yas ve
cinsiyet ayrimi yapmaksizin birey bazinda incelendiginde farkli hayvan tiirlerinin
saglikli bireyleri arasinda PT ve aPTT siirelerinin, sayisal olarak birebir ayni olmasa
da birbirine oldukg¢a yakin oldugu goriildii. Buna gore PT ve aPTT siireleri, farkh

hayvan tiirleri arasinda yakinlik géstermektedir.
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Bruchim ve ark. (2017) calismada, yiiksek sicakliklara (gevresel sartlar ve
egzersize bagll)) maruz kalan kopeklerde PT ve aPTT siiresinin uzadigini
bildirmislerdir. Yapilan bu calismada koOpeklerin hemostatik test degerlerinin
etkilenmemesi diisiiniilerek, kan orneklerinin tamami tiim hayvanlardan, ayni
cevresel sartlarda (Mayis ayinda) ve dinlenim halindeyken toplandi. Ayrica tiim
kopeklerin kan 6rnekleri, hipotermi ve hipertermi sinirlari igerisine girmeyen saglikli
normotermik hayvanlardan alindi. Dolayisiyla ¢alismamizda, uygun ortam sartlar
saglandigindan, hemostatik test degerlerinin termoregiilasyona bagli sebeplerden

etkilenmedigi diistiniilmektedir.

Rubanick ve ark. (2017), kliniklere, pek ¢ok degisik hastalik siiphesiyle
getirilen farkli irklardan (Daksund kopegi, Labrador, Bullmastiff, Goldendoodle,
Avustralya Coban Koépegi, Ingiliz Cocker Spaniel, Fransiz Bulldog, King Cavalier
Spaniel, Walker Tazisi, Labradoodle, Border Collie, Pit Bull, Ingiliz Spaniel ve
Greyhound Tazis1) kopekte PT ve aPTT siirelerinin degisimini incelemis ve
enfeksiyona bagli hastaliklarda PT ve aPTT siirelerinin uzadigi bildirmislerdir. Er ve
Ok 2015 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Parvoviral enteritli enfekte kopeklerde PT ve
aPTT siirelerinin uzadigini belirtmislerdir. Valchev ve ark. (2008), hazirladig
derlemede antikoagiilanli rodentisitler tarafindan intoksikasyona ugrayan kopeklerde
pek cok sistemik hasar olugmakla beraber bu rodentisitlerin vitamin K epoksit
rediiktaz1 inhibe etmesi sebebiyle hayvanlarda aktif K vitamini eksikligine sebep
oldugunu buna baglh olarak PT ve aPTT siirelerinde uzamalar goriildiigiinii
belirtmislerdir. Uhrikova ve ark. (2013), gastrik dilatasyon volvulus (GDV) siiphesi
olan kopeklerde operasyon sonrast PT ve aPTT siirelerinin uzadigini ortaya
koymuslardir. Yilmaz ve ark. (2002), septik soklu kdpeklerde, Irmak ve ark. (2006),
septik soklu buzagilarda yaptiklar1 ¢aligmada, PT ve aPTT siirelerinin uzadigina
dikkat ¢ekilmistir. Ayrica Levi ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismada, enfeksiyona
bagli viicutta yaygin intravaskiiler koagiilopatiler (DIC) ve multiple organ yetmezligi
gibi kanamaya bagl bozukluklarin gelisebilecegini belirtmislerdir. Yukarida anilan
literatiirlerden elde edilen sonuglar ile bu tez ¢alismasinin sonuglar

karsilastirildiginda, bu calismada kullanilan koépeklerde PT ve aPTT siirelerinin
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saglikli hayvanlarin degerleriyle uyumlu oldugu goriilmiistir. Bu durum tezde
kullanilan Sivas Kangal kopeklerinde, kanamaya bagli bir bozukluga sebep
olabilecek diizeyde herhangi bir enfeksiyon durumu olmadiginin bir gostegesi olarak
kabul edilmistir. Bununla birlikte enfeksiyonlarin degerlendirilmesinde kullanilan
(Buyikkaya ve ark., 2014; Goddard ve ark., 2008; Hauptman ve ark., 1997 ve Horne
ve ark., 2005) akyuvar sayilar1 ve akyuvar formiiliinii olusturan hiicrelerden; nétrofil
ve lenfosit oranlariin saglik kopeklerin degerlerinin disina ¢ikmis sonuglarin
gozlenmemis olmast da enfeksiyon bulunmadigimi dogrulayacak nitelikte

degerlendirilmistir.

Buna gore, hayvanlarda meydana gelen enfeksiydz hastaliklar, travmalar ve
operatif iglemler, PT ve aPTT siirelerinin birinde veya ikisinde birden uzamalara
sebep olabilecegi gibi akut fazdaki hastaliklarda bazen bu degerler normal sinirlar
icinde seyredebilmektedir (Mayhew ve ark., 2013). Bu sebeple sadece PT ve aPTT
stirelerinde goriilen uzamaya bagl olarak, viicutta herhangi bir enfeksiyonun
varligindan s6z etmek dogru olmaz. Bu sonuca ancak alinan anamnez, klinik
semptomlar, hematolojik kan analizleri ile birlikte hemostatik analizlerin beraber

yorumlandig1 durumlarda varilabilir.

Massicotte ve ark. (1986), farkli hayvan tiirlerinin yavrularinda ve
erigskinlerinde pihtilasma testlerinin farkli sonu¢lardan bahsetmislerdir. Barthélemy
ve ark. (2015) Beagle 1rki1 kopeklerde yaptigr calismada geng kopeklerin pihtilasma
stirelerinin (CT) yasl kopeklerden daha uzun oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu
tez caligmasinda ise PT siirelerinin yasa bagl degisimi P=0,036 diizeyinde anlaml
bir fark gostermistir. Bu ¢alismada yavru Kangal kopeklerinin PT siireleri puberta
donemindeki kopeklerden daha kisa bulunmustur. Bu yoniiyle ¢alisma bahsedilen
literatiirlerden ayrilmaktadir. Bu durum artan cinsiyet hormonlarinin etkisiyle
(Fogelberg ve ark., 1990; Masuda ve ark,1991 ve Yue ve ark., 1995) puberta

doneminde bulunan Kangal kdpeklerinde daha diisiik olan trombosit sayisinin, PT
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siiresinde uzamaya sebep olabilecegi diisiiniilmekle birlikte yine de bu degerin

referans degerler i¢inde kaldig1 da tespit edilmistir.

Pek c¢ok arastirmaci cinsiyetin hemostatik parametreleri etkilediginden
bahsetmistir (Aslan ve ark., 2016; Lobetti ve Dippenaar, 2000 ve Tlrkmen ve ark.;
1997). Brooks ve ark. (2005), hemofilili A hastaligi saptanan erkek Golden Retriever
k1 kopeklerde yaptiklar1 ¢alismada uzayan aPTT (>10-17sn) siiresinin varligina
dikkat ¢ekmislerdir. Roeloffzen ve ark. (2010), farkli yas ve cinsiyetteki insanlarda
yaptiklari ¢alismada, cinsiyetler agisindan PT ve aPTT siirelerinin 6nemli bir degisim
gostermedigini, buna kargin 50 yas alt1 ve 50 yas tistii erkeklerin aPTT siireleri
arasindaki farkin (P=0,03) 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde, yapilan
bu caligmada da tiim yas gruplarin1 kapsayacak bigimde Sivas Kangal kopeklerinin

PT ve aPTT degerlerinin cinsiyetten etkilenmedigi bulunmustur.

Herring ve McMichael (2012), yaptiklart bir derlemede, kopekler igin
hemostatik deger araliklarin1 PT testi igin; 6-11 sn, aPTT testi igin; 10-25 sn olarak
vermislerdir. Hackner (2011), yaymladigi bildiride, kopekler i¢in en uygun PT
siresini  7-10 sn olarak belirtirken kullanilan koagulometre cihazina gore
degisebilecegini goz Onilinde bulundurarak 20 saniyeden az olabilecegini de
vurgulamistir. Aragtirmact ayni sekilde aPTT siiresinin en uygun 9-12 sn arasinda
oldugunu belirtirken diger taraftan 120 saniyeden az olmasi gerektigini de ifade
etmistir. Boudreaux ve ark. (1994), Spitz kopeklerinde yaptiklar1 c¢alismada PT
sliresinin referans degerlerini 6,1-10,1 sn, aPTT siiresinin referans degerini, 8,0-14,4
sn olarak belirlemislerdir. Kumano ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada PT siiresinin
referans degerinden bahsetmezken, elajik asit igeren reaktif kullanilarak yapilan
aPTT test siiresinin referans degerinin 28,0-40,2 sn olarak kabul edilmesi
gerektiginden bahsetmiglerdir. Tiim bu bilgiler g6z 6niinde bulunduruldugunda Sivas
Kangal kopeklerinde pihtilasma profili olusturmak iizere yapilan bu tez ¢alismasinda
PT siiresinin her yas ve cinsiyette literatiirlerde farkli kopek irklar i¢in belirtilen
referans deger araliklar icerisinde oldugu goriildii. Bu anlamda elde edilen degerler

diger arastirmacilarin sonuclartyla uyum igerisinde oldugu gozlemlendi. Tiim PT
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streleri icerisinde puberta donemindeki Kangal kopeklerinin PT sdreleri
yavrularinkinden daha yiiksek kaydedildi (P=0,036). Buna goére, PT siiresi,
cinsiyetler arasi degisimden etkilenmezken yas faktoriinden etkilenmektedir. Benzer
sekilde arastirmamizdan elde ettigimiz aPTT siiresi verileri incelendiginde, tim yas
ve cinsiyetlerde aPTT siireleri farkli 1rklardaki kopeklerle calisan bazi
arastirmacilarin (Hackner, 2011 ve Herring ve McMichael, 2012) referans araliklari
icerisinde yer alsa da kimi arastirmacilarin (Boudreaux ve ark., 1994 ve Kumano ve
ark., 2012) referans degerleriyle uyum goéstermemektedir. Calismadan elde edilen
aPTT degerleri arasindaki sayisal farklar istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.
Buna gore, aPTT degerleri Sivas Kangal kdpeklerinde yas ve cinsiyet faktdriinden
etkilenmemektedir. Ancak sonuglara gore farkli kopek irklari arasinda farkli

sonuglarin goriilebilecegi de diistintilmelidir.

Daha once de ifade edildigi gibi, aPTT testi, basta hemofili A ve hemofili B
hastaligi olmak tizere faktor VII ve faktor XIII digindaki tim faktor eksiklik ve
yoklugu ile von Willebrand hastaligi, yaygin intravaskiiler koagiilopati (DIC)
tanisinda kullanilan bir test oldugu i¢in hemostatik testler arasinda 6nemli bir yere
sahiptir (Brooks, 1999; Gezer, 2012; Herring ve McMichael; 2012; Kaptan 2006;
Raber, 1990 ve Weisbrot ve Hollenberg, 1980). Kayar ve ark. (2006), yaptiklari
caligmada farkli yas gruplarindaki kopeklerde von Willebrand Hastaligi goriilme
olasiliginin yasa gore degistigini ve cinsiyet ayrimi yapmaksizin hastalig1 tasiyan
erigkinlerin yavrularimin tamaminda hastaligin goriildiigiinii ve normal kanama
zamanina sahip olsalar dahi PT ve aPTT siirelerinin de oOlgiilmesi gerektigini
bildirmislerdir. Aslan ve ark. (2016), yaptiklar1 ve aralarinda Sivas Kangal kdpeginin
de oldugunu calismalarinda von Willebrand Hastalig1 goriilme oranimin Kangal
kopeklerinde %11.1 pozitif oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan bu g¢alismadan elde
edilen veriler 15181nda ortalama degerlere gore her yas grubunda trombositler ile PT
stiresinin normal simirlar iginde olmasi ancak aPTT degerinin kimi arastirmalarin
(Boudreaux ve ark., 1994 ve Hackner, 2011) farkli irklar igin bildirdikleri referans
degerlerin disinda kalmasi, sonuglarin D-dimer miktarinin belirlenmesi testi de dahil
olmak Uzere ileri molekuler ve genetik calismalarla desteklenmesi gerekliligini

dogurmaktadir. Yapilan bu ¢alismada aPTT testi alt ve lst siirlart 2,9-29,0 sn
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arasinda bulundugundan, Sivas Kangal kopeklerinde bireysel olarak, anilan
literatiirlerin referans degerleri arasina girmeyen kopeklerin sonuglari D-dimer
miktar1 agisindan da degerlendirilmis ve herhangi bir kanama bozuklugu siiphesi akla
getirmemektedir. aPTT testi ile beraber degerlendirilen bu ileri tani testi sonuglari,
Aslan ve ark. (2016), sonuglarindan farkli bulunmustur. Baska bir deyisle, tezde
degerlendirilen kopeklerde kanama bozuklarindan herhangi biri tespit edilmemistir.
Bu nedenle 6zellikle fibrinolizis ile ilgili sorunlarin da devreye girdigi durumlarda,
aPTT siiresi, verdigi sonuglar acgisindan tek basina yetersiz kalacagindan, aPTT
testinin, yiiksek duyarliliga sahip D-dimer fibrin artik {iriinlerin belirlenmesi testi ile
birlikte degerlendirilmesi Onerilmektedir (Brooks, 1999; Gezer, 2012; Herring ve
McMichael; 2012; Kaptan 2006; Raber, 1990 ve Weisbrot ve Hollenberg, 1980).

Calismada kullanilan hemostatik testlerden bir digeri de D-dimer fibrin artik
urinlerinin belirlenmesi testidir. D-dimer testi lateks aglutinasyon ydntemiyle
degerlendirilebilecegi gibi ELISA yontemiyle de 6lgiilebilmektedir. Ancak ELISA
yontemi lateks agliitinasyona gore duyarliligi daha yiiksek bir test teknigi oldugu igin
(Noyan, 2012) bu calismada ELISA teknigi ile D-dimer miktar1 belirlenmistir. Kang
ve ark. (2016), yaptiklart ¢alismada saglikli kopeklerin normal D-dimer miktarini
<500 ng/ml olarak, Dewhurst ve ark. (2008), ise 0,1-0,5 mg/l oldugunu, Epstein ve
ark. (2013), ile Nelson ve Andreasen (2003), ise yaptigi g¢aligmalarda normal
kopeklerdeki D-dimer miktarin1  0-250 ng/ml  oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar, pulmoner emboli (PE), tromboemboli (TE) ve DIC gibi hastaliklarda,
enfeksiyon ve kanser gibi patolojik bozukluklarda, kalp yetmezliklerinde ayrica
gebelikte, yasla birlikte, siyah 1rk insanlarda ve neonatal donemde bu degerin
artacagini ve sayisal degerinin >500 ng/ml olarak ifade edilebilecegini belirtmislerdir
(Dewhurst ve ark., 2008; Epstein ve ark., 2013; Kang ve ark., 2016; Karagdz ve
Serdar, 2013; Nelson ve Andreasen, 2003; Noyan, 2012 ve Stokol ve ark., 2000) .
Yapilan bu tez ¢alismasinda tiim yas ve cinsiyetteki Kangal kopeklerinde D-dimer
miktar1t <500 ng/ml igerisinde hesaplanmakla birlikte yas ve cinsiyet bakimindan
incelendiginde istatistiki olarak anlamli sonuglar elde edildi. Calismada kullanilan

kopeklerdeki D-dimer miktart disilerde erkeklerden daha yiiksek bulundu (P=0,024).
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Schwertz ve Penckofer (2001), yazdiklar1 derlemelerinde, artan Gstrojen miktarinin
fibrinolitik aktiviteyi arttirdigini ve Bonithon-Kopp ve ark. (1988), ise testesteron
miktariin artiginin fibrinolizisi inhibe ettigini bildirmislerdir. Bu durum disilerde
yuksek olan D-Dimer miktarinin artan dstrojen seviyesinden, erkeklerde diisiik olan
D-Dimer miktarinin ise negatif korelasyonla iligkilendirilmis olan yiiksek testesteron
miktarindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ayrica yapilan bu calismayla D-
dimer miktarinin yasla dogru orantili bir sekilde arttigi ortaya konulmustur. Bu
sayisal fark (P=,004) istatistiki olarak da anlamli bulunmustur. Karagoéz ve Serdar
(2013), ve Noyan (2012), yas ilerledik¢e D-dimer seviyesinin arttigina yonelik
ifadesi, yapilan bu ¢alismada, D-dimer miktarinin yasla birlikte yiikseldiginin ortaya

konulmasiyla desteklenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde biiyiik bir 6neme sahip yerli irklarimizdan biri olan Sivas Kangal
kopeklerinde yas ve cinsiyete bagl olarak bazi pihtilasma parametreleri izlenip
farkliliklarinin ortaya konulmasinin hedeflendigi bu ¢alismayla, Kangal kopeklerinin
pihtilagsma profili belirlendi. Boylece son derece degerli bir irk olan Sivas Kangal
kopekleri igin gerek gen kaynaginin korunmasi ve iyilestirilmesi adina gerekse temel
bilimler ve klinik bilimlere referans olabilecek nitelikte bulgular ortaya konulmaya

calisildi.

Yapilan bu tez c¢alismasindan elde edilen bilgilere dayanarak, oOncelikle
kanama bozuklarmin tanist amaciyla yapilacak olan testler segcilirken, alinan
anamnez ve klinik belirtiler sonucunda siiphe duyulan hastalik ile calisilacak olan
hayvanin 1k, yas ve cinsiyet gibi fizyolojik degiskenleri ve testlerin uygulama
pratikligi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Secilen bu testlerin  sonuglari

degerlendirilirken, hematolojik ve hemostatik testler birlikte yorumlanmalidir.

Yapilan bu calismayla, Sivas Kangal kopeklerinde hematolojik kan
parametreleri ve trombosit sayilar ile birlikte hemostatik test degerlerinin yas ve
cinsiyete gore farkliliklar1 belirlendi ve referans degerler elde edildi. Buna gore,
trombosit sayisinin yasa bagl degistigi ancak genel olarak cinssyetten etkilenmedigi
gorildii. Aym sekilde, PT siiresinin yasa bagh degisim gosterdigi ancak cinsiyetten
etkilenmedigi buna karsin aPTT siiresinin yas ve cinsiyetin her ikisinden de
etkilenmedigi ortaya konuldu. Ancak aPTT siiresinin, bazi arastirmacilara gore
referans kabul edilen degerler i¢inde yer almasina karsilik bazi aragtirmacilara gore
bu degerin referans kabul edilen degerlerden bir miktar sapmis olmasi1 nedeniyle, bu
duruma yol acabilecek olan sebeplerin ortaya konulabilmesi i¢in, g¢aligmanin,

molekiiler biyoloji ve genetik caligmalarla multidisipliner bir boyut kazandirilarak

genisletilmesi onerilmektedir. Bahsedilen aPTT siiresinin, referans degerlerin disina
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cikma sebepleri genetik olarak belirlenene kadar, aPTT siiresi normal sinirlar iginde

olan hayvanlarin damizlik olarak kullanilmas1 uygun goriilmektedir.

Yapilan bu calismayla D-dimer miktarinin yas ve cinsiyet faktdrlerinden
etkilendigi ortaya konuldu. Buna gore D- dimer miktar1 yasla birlikte dogru orantili
olarak artmaktadir. Ayn1 zamanda bu deger disilerde erkeklerden daha yiiksektir. Bu
bilgiler 1s181nda ileri yaslarda ve 6zellikle disi kopeklerde hastaya yaklagim, tan1 ve
tedavi yonteminin belirlenmesinde olast emboli riskine karsi veteriner hekimler

bilin¢li olmalidir.

Yapilan bu tez calismasi sonucunda, ortaya konulan pihtilagsma profiline ait
parametreler  belirlenirken  kullanilan  testler, fakiiltemiz ~Merkez  Tam
Laboratuvari’nda rutin olarak yapilabilecegi ortaya konulmustur. Bu sayede artik
fakiiltemizde diger ik kopeklerin de pihtilasmaya bagli hastaliklarinin tani ve
tedavilerine katki saglanabilecektir. Bununla beraber, bahsi gegen pihtilasma
testlerinin, 6zellikle cerrahi islemlere alinacak olan hastalarda, incelenmesi gereken
rutin kan parametreleri arasina girmesi konusunda klinik bilimler bilgilendirilecektir.
Bu sayede bu calismayla elde edilen veriler, sadece Veteriner Fizyoloji alaninda

degil ayn1 zamanda klinik bilimlere de hizmet edecektir.

Ayrica Sivas Ili, Cumhuriyet Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Kangal
Kopegi Arastirma ve Yetistirme Miidirliigli'niin talebi iizerine, tez ¢aligmasindan
elde edilen veriler midirliikkle paylasilacak ve bilinyesinde bulunan Kangal
kopeklerinin yetistirilmesinde, bu g¢alismadan elde edilen veriler referans olarak

kullanilabilecektir.

Bu bilgiler 1s181nda, basta Sivas Kangal kopekleri olmak iizere diger kopek
irklarinda da pihtilagsmaya bagl hastaliklarin tan1 ve tedavisi ile hayvanlarda cerrahi

mudahale gerektiren durumlarda hastaya yaklasim alternatiflerinin veteriner hekim
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tarafindan rahatlikla belirlenmesi saglanmis olacaktir. Ayrica veteriner hekimlerin bu
verilere ulasabilmesiyle, sekonder pihtilasma sorunlarina bagli olarak gelisen hayvan

6lumlerinin de 6niline gegilebilecektir.

Son olarak, iilkemiz i¢in hem yetistiricilik hem de gen kaynagi bakimindan
ekonomik bir yere de sahip olan Kangal kopekleri basta olmak tizere diger hayvanlar
acisindan da diistiniildiigiinde, pithtilasma testlerinin rutin olarak kullanilmasi1 kanama
bozukluklarina bagli hastaliklarin teshis ve tedavi siirecini kisaltacagindan, bu tez
calismasinin, hem hasta sahibine hem de iilke ekonomisine katki saglayacagi da

diistiniilmektedir.
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OZET

Sivas Kangal Kopeklerinde Yas ve Cinsiyet Bagh Bazi Pihtilasma

Parametrelerinin Belirlenmesi

Hemostaz, vaskiiler biitiinliigiin bozulmasinin ardindan, hasarli bolgenin onarimi ve
kanin durdurulmasi i¢in kan pihtisi olusumu ve olusan pihtinin ¢oziilmesinin, patolojik pihti
(tromboz) olusturmaksizin, kontrollii bir sekilde saglanmasidir. Kan pihtilasmasi, hem
hemostazin bir parcasi olmakta hem de yasamsal faaliyetlerin devamliligini saglamaktadir.
Bu yoniiyle kan pihtilasmasi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda da kritik 6nem tasir.
Cerrahi, anestezi ve diger pek cok invaziv iglem gerektiren patolojik durumda, hasta hayvan
hem hemorajik hem de trombotik abnormaliteler bakimindan incelenmelidir. Ciinkii var olan
herhangi bir abnormalite ¢ok daha ciddi bir dolasim bozuklugunu tetikleyebilir.

Pihtilasmaya bagli bozuklular1 erken donemde teshis etmek i¢cin en Snemli 6lgiit,
pihtilasma stirelerinin belirlenmesidir. Pihtilagma siireleri, pihtilagmanin tiim asamalarinda
rol oynayan pihtilagsma faktorlerinin islevlerine bagl olarak degisiklik gosterir. Bu asamalar,
cesitli testlerle kontrol edilmektedir. Bahsi gecen pihtilasma testlerinden hastaya uygun olan
testin secilebilmesi, alinan anamnez ve klinik belirtiler dogrultusunda hangi donemde hangi
testin yapilacaginin belirlenebilmesi ve yapilan testin etkin bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in
pihtilasma mekanizmasinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir.

Bu calismada, Tirkiye’ye 6zgli bir irk olan Sivas Kangal kopeklerinde yas ve
cinsiyet g6z Oniinde bulundurularak bazi pihtilagma parametrelerinin  belirlenmesi
amaclanmig ve elde edilen degerlerin gerek temel bilimler gerekse klinik bilimler agisindan
diger wrklar i¢in de bir kaynak olusturmasi hedeflenmistir.

Sunulan bu tez projesinde, kdpekler, yas ve cinsiyetleri goz 6niinde bulundurulmak
iizere 6 farkli gruba ayrilmig ve toplamda 42 Kangal kdpegi kullanilmigtir. Bu kdpeklerden
proje boyunca sadece 1 defa kan alinmis, geri kalan islemlerin tamami laboratuvar ortaminda
gerceklestirilmistir. Orneklere hematolojik ve hemostatik kan testleri uygulanmistir. Bu
testler sirasiyla; Tam Kan Sayimi, Periferik Yayma Preparat Yontemiyle Trombosit Sayimu,
Protrombin Zamani (PT), Aktive Edilmis Parsiyel Tromboplastin Zaman1 (aPTT), D- dimer
Fibrin Artik Uriinlerinin Analizi’ dir. Yapilan testlerden elde edilen veriler gruplar arasinda
istatistiki olarak iki yonlu varyans analizi ve t-testi ile degerlendirilmistir.

Sonug olarak Sivas Kangal kopeklerinde yas ve cinsiyete bagl olarak bir pihtilagsma
profili ortaya konulmustur. Buna gore Kangal kopeklerinde trombosit sayilart yas
faktoriinden, otomatik sayimda (P=0,023) ve manuel sayimda (P=0,026) etkilenirken, genel
olarak cinsiyetten etkilenmemektedir. Ayni sekilde PT siireleri yasa bagl olarak gruplar
arasinda (P=0,036) anlamli bir degisim gosterirken aPTT siiresi, yas ve cinsiyetten
etkilenmemektedir. Fibrin artik iriinlerinin varhigin1 gosteren D-dimer miktar1 ise yasa
(P=0,004) ve cinsiyete (P=0,024) baglh olarak degisim gostermektedir. Sonug olarak, Sivas
Kangal kopeklerinde, yas ve cinsiyetler arasi, irka bagli bir kanama bozuklugu olmadigi
kanisina varilmustir.

Anahtar Sozcukler: Kangal kopegi, Koagilasyon, Pihtilasma testleri.

79



SUMMARY

Determination of Some Coagulation Parameters According to Age and Sex in
Sivas Kangal Dogs

Hemostasis is a formation of blood clots and fibrinolysis of blood clots that is formed
by controls without formation of pathological clots (thrombosis) after deformation of
vascular collectivity. Blood coagulation is a part of hemostasis and provides sustainability of
vital activities. For this reason, blood coagulation has a critical importance for lots of
physiological and pathological events. In a pathological condition requiring surgery,
anesthesia and, like many other invasive procedures, the patient must be examined for both
hemorrhagic and thrombotic abnormalities. Because any existing abnormality can trigger a
much more serious circulatory disorder.

The most important criterion for early identification of coagulation-related disorders is
the determination of coagulation times. Coagulation times vary depending on activities of
coagulation factors, which have a role in all stages of coagulation. These stages are
controlled by various tests. The mechanism of coagulation has to be known very well in
order to be able to choose an appropriate test among the above-mentioned ones for the
patient, determine the utilization time and effectively interpret the test.

In this study, it is aimed to determine some parameters of the coagulation tests by
taking into consideration physiological varieties such as age and gender in Kangal dogs,
which are an inherent species in Turkey. In addition, it is targeted that the values obtained by
the tests will be a source for other breeds in both basic sciences and clinical sciences.

In this submitted thesis project, dogs were separated into 6 different groups
considering their age and gender. Accordingly, the total of 42 Kangal dogs was used. During
the project, blood was received from these dogs only once. All of the remaining procedures
were performed in the laboratory. Hematological and hemostatic blood tests were applied to
the specimen. These tests are; Totally Blood Count, Platelet Count with Peripheral Smear,
Prothrombin Time (PT), Activated Partial Thromboplastin Time (aPTT), D-dimer Fibrin
Degradation Products Analysis. Finally, the parameters that are obtained will be evaluated
by two-way analysis of variance and t-test statistically.

As a result, a coagulation profile has been introduced in Sivas Kangal dogs depending
on age and gender. According to the findings of this study, platelet counts in Kangal dogs
registered a statistically significant change with age by automatic (P=0.023) and manual
count (P=0.026). Likewise, PT duration was also significantly different between groups
(P=0.036), but age and gender change in aPTT duration was not statistically significant. In
addition, the level of D-dimer, which indicates the presence of fibrin degradation products
was assessed and alterations between ages (P=0,004) and genders (P=0.024) were found to
be statistically significant in AXG interaction. Consequently, it has concluded that there is no
clotting problem in the Sivas Kangal dogs that may have been caused by the hematologic
insufficiency and/or deficiency due to the breed.

Keywords: Coagulation, Coagulation tests, Kangal dog.
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