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OZET

Caligmada trombosit membraninda fibrinolitik aktivitenin aragtirlmas: amag-
landi. Trombositler ultrason ile par¢alanarak membran pargaciklar: elde edildi. Fib-
rinolitik aktivitesine E.E.Z. (Euglobulin Erime Zamam) ve Fibrin plak ydntemiyle
bakildi. Membran pargaciklari fosfat tamponu ile ¢éziildii. Membran ¢ézeltisi kulla-
rularak élgtiigiimiiz fibrinolitik aktivitede her iki yontemle de anlaml: bir artis go-
riildii.

SUMMARY
Investigation of the Fibrinolytic Activity in the Platelets Membrane

In this study the fibrinolytic activity in platelets membrane was investigated.
The platelets membrane particules were obtained by the ulitrasonic destruction.
Fibrinolytic activity were analyzed by E.L.T. (Euglobulin Lysis Time) and fibrin
plate method. Membrane particules was dissolved in the phosphate buffer. The fib-
rinolytic activity measured by using the platelets membrane solutions, showed
reasonable increase with both method.

Cesitli faktorlerin etkisiyle olugan kan pihtisinin pargalanma ve eritilmesine
"fibrinolizis'' denir. Fibrinolizis islemi kan pihtilasma mekanizmasinin fizyolojik
devam sayilabilir. Kan pihtilagsmasinda fibrin olusur. Fibrinolizis ile fibrin parcala-

nir.
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Kan pihtilagmasi ve pihtinm eritilmesi, ozel proteolitik reaksiyonlarm birbiri-
ni izleyen etkileri aracihgiyla olur. Bu iki sistemin ana maddesi yani aktif enzimleri
Trombin ve Plazmindir. Bu iki enzim kanda aktif gekillerinde bulunmazlar. Spesifik
aktivatorlerle siiratle olugurlar, fizyolojik iglevlerinin tamamlanmasindan sonra inhi-
bitorlerle ortamdan kaldirihirlar.

Plazmin proteolitik enziminin en iyi substrat: fibrindir. Fibrinden bagka fibri-
nojen, faktor II, faktor VII, faktor V gibi pihtilagma faktorlerini ve Jelatin, kazein,
glukagon ve somatotropin'i pargalar.

Fibrinolitik enzim olan plazminin, onun inaktif 6ncii maddesi olan plazmino-
jenden aktive olmasi da proteolitik bir olaydwr. Plazminojen molekiilindeki Arginine-
Valine peptit baglarinin hidrolizle parcalanmasi plazminojene aktivasyon kazandira-
rak plazmin gekline doniistiiriir *.

Plazminojen aktivasyonu iki yolla olur:

1- Intrinsik Plazminojen Aktivasyonu: Faktor VII'nin aktivasyonuyla olur 2.

2- Ekstrinsik Plazminojen Aktivasyonu: Aktivatorler yoluyla plazminojenin
aktivasyon geklidir. Plazminojen aktivatorleri dogal olarak;

a- Dolanan kanda ''kan aktivatorleri'’ geklinde bulunur. Bu aktivattrlerin kay-
naginin damar endoteli oldugu gosterilmistir .

b- Insan ve hayvanlarin degisik dokularinda ''doku aktivatorleri' seklinde bu-
lunurlar. Dokularin damarlanma ozelligine gore degisik dokularda degisik konsan-
trasyonda doku aktivatorleri bulunmustur *.

c- Idrarda bobrek epitel hiicreleri tarafindan salgilanan aktivatorler bulunmus-
tur. Bunlara ''Urokinaz'' ad1 verilir °.

d- Streptokok ve stafilokoklarda ''streptokinaze" veya ''fibrinolizin'' adi veri-
len aktivatorler bulunmusgtur.

e- Ayrica cesitli salgilarda ve salgi kanallarinin duvarlarimda plazminojen akti-
vatorleri bulunmustur (siit, gozyas, semen, safra).

Canli organizma normal fizyolojik dengeyi korumak egilimindedir. Fibrinoli-
zisdeki ve koagiilasyondaki artmayi reddeder. Plazmada aktivasyon mekanizmalarim
Gesitli noktalarda tikayan inhibittrler bulunmustur ®. Karacigerin antiplazmin ve
inhibitorleri iiretmek, aktivator ve inhibitorleri elimine etmek gibi fibrinolitik siste-
me katkisi vardir.

Hiicre membranlarinim bircok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar vardir.
Koagiilasyon mekanizmasinda birinci derecede rol oynayan trombositlerin fibrinoli-

tik. aktiviteye etkilerinin arastiriimas amaciyla, trombosit membranlarinda plazmi-
nojen aktivatorlerinin varhgmmn aragtirilmasi amagcland.

GEREC ve YONTEM

) .T1:oml-ms.itlerin membrani ayrlacak kan 1/9 oraminda EDTA (0,077 M) h alin-
1. Fibrinoliysis testlerinde kullanilacak test plazmasi 1/9 oraninda sitrath olarak

saghkl insanlardan alindy. 3 veya 4 farkh insan plazmas karistirilarak test plazmasi
hazirland.
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Deneylerin degisik asamalarinda kullamlan tampon ¢ozeltiler:

Plazmadan ayrilan trombositlerin ilk yikama tamponu; Owren EDTA; 0,031
M Barbital, 0,12 M NaCl, 0,044 M EDTA pH 7.4 (Tampon-1).

Yikanmis trombositleri homojen siispansiyon sekline getirmek i¢in kullanilan
tampon; Tris NaCl tamponu: 0,03 M Tris, 0,12 M NaCl, pH 7.4 (Tampon-2).

Trombosit membranlarim homojen siispansiyon yapmak i¢in kullanilan tam-
pon; Fosfat tamponu 0,045 M NaH,PO,. 2H, 0, 0,0046 M KH,PO,4, 0.10 M NaCl,
0.005 M EDTA pH 7 (Tampon-3).

E.E.Z. tamponu: 0.25 gr. asit borik, 4 gr. boraks, 2.20 gr. NaCl tartilip distile
su ile 1000 ml. ye tamamlanir (Tampon-4).

Imidazol buffer; 90 ml. N/10 HCI, 1.75 gr. imidazol karistirlip distile su ile
100 cc. ye tamamlarir. pH 7.2-7.4 (Tampon-5).

Hiicrelerin Ayrilmasi: 1/9 oraninda EDTA 11 alinan kan 10 dakika bekletildik-
ten sonra 1500 devirde 8 dakika santrifiij edilir. En iisttede trombositten zengin plaz-
ma (PRP) toplanir. Trombositten zengin plazma 4500 devirde 10 dakika cevrilir,
trombosit ¢okelegi elde edilir.

Membran Parcaciklannin Eldesi: Trombositlerin membran pargaciklar1 Geor-
ge ve arkadaslarinin 6nerdigi yonteme gore yapild: 7. Trombosit ¢okelegi tampon 1
ile ¢oziiliip 4500 devirde 10 dakika santrifiij edilerek coktiirilir. Coken tromb osit-
ler tampon 2 ile siispansiyon haline getirilir. Siispanse olan trombositler 30 saniye
aralikla toplam 60 saniye olmak iizere buz i¢inde sonik ossilasyon yapilir. Sonra so-
gukta 12.000 devirde sorvay ultrasantrifiijiiyle 20 dakika cevrilir. Santrifiijden elde
edilen ¢okelti saglam kalan trombositleri ve organelleri icerir. Cokelti iizerindeki
membran parcaciklarini iceren sivi alinarak 58.000 devirde 90 dakika sogukta ult-
rasantrifiijle ¢evrilerek ¢oOktiiriliir. Bu membran parcaciklar1 tampon 3 ile ¢oziiliir
ve gerekli testler yapilir.

Membranlarin fibrinolitik aktivitesi, protein konsantrasyonundaki aktivite
olarak Olgiildii. Protein konsantrasyonu Lowry yontemiyle 8 fibrinolitik aktivite-
leri ise iki yontemle Sl¢iildii.

1- E.E.Z. (Euglobulin Erime Zamam ®): 0,45 ml. test plazmasi, 0.05 ml.
membran ¢ozeltisi kangtirlarak 37°C da 5 dakika bekletilir. Uzerine 9,5 ml. 16/
100.000 Ik asetik asit ¢ozeltisi ilave edilir. Bu karigim 10 dakika 2000 devirde sant-
rifiij edilerek c¢oktiiriliir. Coken kisim oOglobulin fraksiyonudur. Cokelti temiz bir
bagetle iyice ezilir iizerine 0,25 ml. M/40 M CaCl, ilave edilir. Hafifce sallayarak ka-
nigmasi saglanir. Karigim 37°C de su havuzuna konur. 1-3 dakikada tiipiin icinde pih-
t1 olusur. Piht1 belirli bir zaman sonra erir. Pihtinin olusumu ile, erimesi arasindaki
zaman bize E.E.Z. yi verir.

Kontrol grubu olarak 0,45 ml. test plazmasina 0,05 ml. membran siispanse et-
tigimiz tampon ¢ozeltiden konarak E.E.Z. sine bakilir.

2-Fibrin Plak Yontemi '°: E.E.Z. yontemiyle elde ettigimiz dglobulin ¢zelti-
si ayni sekilde elde edilir.

Fibrin plakta olusturdugumuz standart pthti iizerine bu Oglobulin ¢ozeltisin-
den 0,03 ml. tatbik edilir. 37 derecelik etiivde 24 saat bekletilir. Olugan erime alan
olciilerek mm* olarak proteolitik etki alani hesaplamr. Kontrol grubu olarak test
plazmasina, membran ¢ozeltisi yerine kullamlan ¢ozeltiden ayni oranda (0,05 ml)
konularak sonuglar karsilastirihr.
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BULGULAR

Trombosit membranlarmin fibrinolitik aktiviteyi arttirdigi anlamh olarak sap-
tand1. Farkl protein konsantrasyonlarmda membranlarin E.E.Z. yontemiyle yiizde
aktivite degerleri Tablo: 1 de gorilmektedir. Kontrol plazmalarda ortalama E.E.Z.
110,2 * 6.08 iken, membran eklenmesiyle ortalama E.E.Z. degeri 56.25 + 19.58

Tablo: I
Trombosit Membraninda E.E.Z. ve Fibrin Plak Yontemiyle
Fibrinolitik Aktivite

Beney Protein E.E.Z. (Dakika) Fibrin Plak (mm?)
No. ;;?:r 5 Kontrol |Membran Akt;v(ite Kontrol [Membran Akz/ivite
i | 190 102 49 51.96 25 81 224
2 179 109 57 47.70 20 60 200
3 240 108 43 60.18 30 110 266.66
4 266 112 40 64.28 25 110 340
5 230 98 38 61.22 25 20 260
6 250 105 38 63.80 25 929 296
) 262 109 39 64.22 25 110 340
8 220 104 46 55.76 25 90 260
9 264 110 39 64.54 25 110 340
10 199 108 53 50.92 20 68 240
11 153 111 64 41.59 30 76 153.33
12 80 112 31 27.67 30 56 86.66
13 58 124 102 17.74 25 42 68
14 264 107 39 63.55 20 99 350
16 270 113 40 64.60 20 110 240
16 208 111 55 50.45 20 12 260
17 89 119 87 26.89 20 49 104.16
18 99 120 85 29.16 30 64 113.33
19 125 108 74 31.48 30 72 140
20 212 114 56 50.87 25 81 224
X 192.9 110.2 56.25 48.95 24,95 82.45 230.82
SD 6.08 19.58 3.63 22.03
SE 1.36 4.38 0.81 4.92
t 11.805 3.687
P p < 0,001 p < 0.001
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dakikaya inmistir. E.E.Z. nin kisalmas aktivator aktivitesinin arttifim gostermekte-
dir. Buradaki % 48.95 lik aktivite artis1 istatistik agidan ¢ok anlamhidir (p < 0.001).

Protein konsantrasyonu ile, E.E.Z. yontemi ile olgiilen aktivite degerleri ara-
sinda anlamli bir iligki bulunmustur. Konsantrasyon arttik¢a aktivitede art maktadir
(Sekil: 1) (korrelasyon katsayisi:r =— 973. p <0.001).

Trombosit membraninda fibrin plak yontemiyle ol¢tiigiimiiz fibrinolitik akii-
vitede kontrole gore ¢ok anlaml bir artis saptanmigtir (Tablo I). (p <0.001). Kont-
rol grubunda ortalama entme alan1 24.95 ¥ 3.63 mm?, membran eklenmesiyle ise
ortalama 82.24 ¥ 4.92 mm? dir. Burada fibrin plaktaka erime alam artis1 % 230.82
olarak bulunmusgtur. Fibrin plak da erime alamindaki artig aktivator aktivitesinin art-
tigim gosterir.

Fibrin plak yontemiyle de, trombosit membram protein konsantrasyonu ile,
aktivite artig1 arasinda anlamh bir iliski bulunmugtur. Protein konsantrasyonu art-
tikca, aktivitede artmaktadir (Sekil: 1), (korrelasyon katsayisi; r = + 0,951.
p <0,001).

L0 7 Dakiis.

Sekil: 1
Trombosit Membraninda, E.E.Z. Yontemiyle, Protein Konsantrasyonu ve Fibrinoli-
tik Aktivite Arasindaki Hligki. (Korrelasyon Katsayisi;r=— 973, p < 0,001)
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ipris piak famd)

Prorein

Eonsanlrasyony

Sekil: 2
Trombosit Membraninda, Fibrin Plak Yontemiyle, Protein Konsantrasyonu ve Fib-
rinolitik Aktivite Arasindaki Iliski (Korrelasyon Katsayisy; r = 0,951, p < 0,001)

TARTISMA

Fibrinolitik sistemle ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmistr. Bu ¢aligmalarda, ak-
tivasyon basamaklari, plazminojen aktivator aktivitesi ya da plazmin aktivitesi
dlciilerek gosterilmigtir.

Trombositlerin fibrinolitik aktivitesi ile ilgili calismalarda daha ¢ok antifibri-
nolitik etkileri aragtirilmig, trombosit membranlarinda, konsantre trombosit anti-
plazminin varhg gosterilmigtir ' ' +' *+' . Ulutin ve Aktulga yaptiklan ¢alismalarin-
da trombosit antiplazminin sekrete edilebildigini gostermislerdir ! *

Alkjaersig ' ° trombositten zengin plazma ile olusturdugu pihtinin, trombo-
sitten fakir plazma ile olusan pihtidan daha yavas eridigini gozlemistir. Trombosit-
lerin antifibrinolitik etkilerinin oldugunu ileri siirmiistiir.

Bizim ¢aligmamizda bulgulardan da anlasilacag: gibi trombosit membraninda
plazminojen aktivatorleri bulunmustur. Her iki yontemle de bulunan sonuclar birbi-
rini destekler niteliktedir.

Trombositlerin hemostazdaki rolii, bu mekanizmaya pasif olarak katilan erit-
‘rositlere gore farkh bulunmaktadir. Trombositler agregasyon, adezyon ve sekresyon
yoluyla ozellikle arteriyel alanda pihtida bir kilit 6devi gorirler ' ' . Trombositler
olusturduklar: adaciklarla fibrin aginda artikiilasyonlar olusturmakta, yaralanma es-
nasinda yaptiklar agregasyonla bir tika¢ 6devi gormektedirler. Bu gesitli fonksiyon-
lar yaninda, konumuzla ilgili olarak sahip olduklar: ve salgiladiklari maddeler vardir.
Trombosit Faktor III'i pihtilasma olaymnin degisik noktalarinda reaksiyonlara katil-
maktadir. Diger taraftan trombositlerin sahip olduklar trombosit Faktér IV. (anti-
heparin faktor) ortamdaki antiheparin IIT'ii aktive eden heparini notralize etmekte
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ve boylece pihti clusumunu kolaylastirmaktadir. Trombositlerde ayrica, salgilana-
bilir trombini notralize eden anti trombin III iin varhifi gosterilmis bulunmakta-
dir ''. Trombositler sahip olduklan trombosit fibrinojeni sayesinde, fibrin agiyla
bag kurabilmekte ve fibrinojen retraksiyonunun yapilabilmesinde gorev almaktadir.
Bu arada bizim ¢aliymamizla bagmti kurabilecegimiz bir bulgu olarak trombositler-
de antiplazmin mevcudiyeti gosterilmigtir ' *+'>+'*, Salgilanabilen bu faktor pihti-
da, fibrin aginin fibrinolitik sistem tarafindan eritilmesini, aymi zamanda aktivator-
ler tarafindan, plazminojenin plazmine ¢evrilmesiyle olusan plazmini nétralize et-
mektedir. Diger taraftan bizim trombosit membraninda gostermis oldugumuz doku
aktivatori niteliginde olan plazminojen aktivatorleri, plazminojeni plazmine gevire-
rek etki etmektedir. Boylece fibrin aginda ayni hiicrede birbirine zit etki eden iki
mekanizmanin mevcudiyeti, fizyolojik dengenin devamini saflamaktadir. Eger trom-
bosit antiplazminleri azalirsa fibrinolitik aktivite etkin olmakta ve piht1 erimesi ko-
laylagmaktadwr. Diger taraftan arteriosklerozda oldugu gibi trombosit antiplazmin-

lerinin artmasiyla pihti erimesi giiclesmektedir. Bu bakimdan trombosit membran-
larinda tesbit ettigimiz doku aktivatorlerinin, fizyolojik rolii yaninda patolojik olay-
larda da rolii olmaktadir. Son zamanlarda sadece tromboembolizmde degil, 16semi
ve kanser hiicrelerinde prokoagiilanlar yaninda doku aktivatorlerinin varhig gittikce
onem kazanmaktadir. Bu ¢alismalara gore kanserli hiicrelerin etrafinda piht1 oluga-
rak hiicreleri bir arada tutmaktadir. Daha sonra piht1 eritilerek ortama salinan yikam
iiriinleri dolasim sistemiyle diger dokulara yayllmakta ve oralarda da metastaz yap-
maktadir. Fibrinolitik sistem bir taraftan pibhtiy: eriterek kanserin yayillmasina ne-
den olurken, difer taraftan da yayildii dokulardaki aktivatorler pihti olusumunu
engelleyerek kanser olugumunun yayilmasini 6nlemektedir.
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