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OZET

Caligmamizda pihtilagma mekanizmasina katkisi olan eritrositlerin, fibrino-
litik aktivitesinin arastirilmasi amaclandi. Eritrositler distile su ile patlatilarak, dis-
tile su ile iyice yikandi. Cdken eritrosit membranlari owren tamponu ile siispansi-
yon gekline getirildi. Eritrosit membranlar1 30 saniye aralikla toplam 60 saniye buz
iginde sonik ossilasyona tabi tutularak membraniar: pargalandi. Membran parcacik-
lar1 owren tamponu ile ¢oziildii. Membran fibrinolitik aktiviteleri E.E.Z, (Euglobu-
lin Erime Zamani) ve fibrin plak yontemiyle olgiildi. Her iki yontemle de anlaml
bir aktivite goriildii.

SUMMARY
Investigation of the Fibrinolytic Activity in the Erythrocytes Membrane

In this study, fibrinolytic activity of erythrocytes which have on influence on
the coagulation mechanism, has been investigated. Erythrocytes were washed
thoroughly and burst in distilled water. The solution was prepared by adding owren
buffer on the precipitated erytrocyt membranes. Erytrocyte membranes are opera-
ted by sonic ossilation in ice for 60 seconds each cell for 30 seconds consecutively.
The membrane particules were solved in owren buffer. Membrane fibrinolytic acti-
vity were used to measure by E.L.T. (Euglobulin Lysis Time) and fibrin plate met-
hods. With both method reasonable activities were seen.
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Cesitli faktorlerin etkisiyle olusan kan pihtisimin parcalanma ve eritilmesine
"fibrinolizis" denir.

Ulutin'in belirttigi gibi; 1893 de Destre bekletilen bir kan pihtisinin eriyebil-
digini gormiistiir. Fibrinin kendiliginden pargalandifim diisiinerek bu olaya ilk defa
fibrinolizis demistir. 1906 da Morawitz ani olen kisilerin kaninin pihtilagmadigim
gozlemis ve bu kam normal bir kana ilave ettifinde pihtilagmanin olmadifim gor-
miigtiir 1. 1945 de Christensen ? yaptiklari deneylere dayanarak insan plazmasinin
globulin fraksiyonunda bir litik faktoriin 6n maddesinin bulundugunu 6ne siirmiis-
tiir. Bu litik faktoriin 6n maddesini plazminojen, plazminojeni aktive eden maddeyi
aktivator ve meydana gelen maddeyide plazmin diye isimlendirmistir. Bu isimlendir-

- me giiniimiizde de kullanmilmaktadar.

Fibrinolizis 6zel proteolitik reaksiyonlar sonucu olusur. Bu sistemin aktif en-
zimi plazmindir. Plazmin kanda aktif seklinde bulunmaz. Inaktif bir sekli olan plaz-
minojen seklinde bulunur. Spesifik aktivatorlerle siiratle olusur, fizyolojik islevle-
rinin tamamlanmasindan sonra inhibitrlerle ortamdan kaldinlirlar. Aktivator ve
inhibitorlerin tam bir dengesi fibrinolitik sistemin fizyolojik fonksiyonlarinin teme-
lidir.

Plazmin proteolitik enziminin en iyi substrati fibrindir. Fibrinden baska fib-
rinojen, faktor 11, faktor X, faktor VII, faktor V gibi pihtilasma faktorlerini ve
jelatin, kazein, glukagon ve somatotropini parcalar.

Fibrinolitik enzim olan plazminin, onun inaktif 6ncii maddesi olan plazmino-
jenden aktive olmasi da proteolitik bir olaydir. Plazminojen molekiilindeki Arginine
-Valine peptit baglaninin hidrolizle par¢alanmasi plazminojene aktivasyon kazand-
rarak plazmin sekline doniigtiiriir .

Plazminojen aktivasyonu iki yolla olur.

1. Intrinsik Plazminojen Aktivasyonu: Faktor XII nin aktivasyonuyla olur *.
Faktor XII'nin aktivasyonu ile bir taraftan koagiilasyon mekanizmas: aktive olurken,
diger taraftan fibrinolitik sistem aktive olmaktadir.

Zedelenmis damar i¢ yuzeyi
ya da negatif yiiklii bir yizey
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2. Ekstrinsik Plazminojen Aktivasyonu: Aktivatorler yoluyla plazminojenin
aktivasyon seklidir. Aktivatorler plazminojendeki peptid baglarini hidrolize eden,
ozel proteolitik enzimlerdir. Plazminojen aktivatorleri dogal olarak;

a) Dolanan kanda "kan aktivatoreri' seklinde bulunur. Bu aktivatdrlerin
kaynaginin damar endoteli oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bu aktivator-
lere damar duvan aktivatorleri de denmektedir °.

b) insan ve hayvanlarin degisik dokularinda ""doku aktivatorleri' seklinde bu-
lunurlar. Dokularin damarlanma ozelligine gore degisik dokularda degisik
konsantrasyonda doku aktivatérleri bulunmustur. insan karaciger, dalak
ve testisleri diigiikk aktivator diizeyine sahiptir. Uterus, suprarenal bezler,
lenf nodlan, prostat, tiroid, akcigerler ve ovaryumlar aktivatorlerce zengin
organlardir ©.

c) Idrarda bobrek epitel hiicreleri tarafindan salgilanan aktivatorler bulun-
mugtur. Bunlara "Urokinaz" adi verilir Bu aktivatér nedeniyle idrar fibri-
nolitik aktiviteye sahiptir 7.

d) Streptekok ve stafilokok'larda "'streptokinaze'" veya "fibrinalizin'' ad1 ve-
rilen aktivatorler bulunmustur.

e) Aynca gesitli salgilarda ve salg: kanallarinin duvarlarinda plazminojen ak-
tivatorleri bulunmustur (siit, gozyas), semen, safra).

Canh organizma normal fizyolojik dengeyi korumak egilimindedir. Fibrinoli-
zisdeki ve koagiilasyondaki artmay1 reddeder. Plazmada aktivasyon mekanizmalarim
cesitli noktalarda tikayan inhibitérler bulunmustur ®. Karacigerin antiplazmin ve
inhibitorleri iiretmek ve aktivator ve inhibitorleri elimine etmek gibi fibrinolitik
sisteme katkisi vardir. Ayrnca plazminojenlerin kaynagimin karacifer oldugu ve
eosinofilik graniilositlerin de ikinci derecede plazminojen iirettikleri gosterilmistir.

Hiicre membranlarinin bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlan vardir.
Koagiilasyon mekanizmasinda ikinci derecede rol oynayan eritrositlerin fibrinolitik
aktiviteye etkilerinin arastirilmasi amaciyla eritrosit membranlarinda plazminojen
aktivatorlerinin varliinin arastinlmas: amacland..

GEREC ve YONTEM

Eritrosit membrani ayrilacak kan 1/9 oraninda EDTA (0.077 M) h alindi.
Fibrinoliysis testlerinde kullanilacak test plazmasi 1/9 oraninda sitrath olarak sag-
Iikh insanlardan alindi. 3 veya 4 farkh insan plazmasi karistirilarak test plazmasi ha-
zirlandl.

Deneylerin degisik asamalarinda kullamlan tampon ¢ozeltiler:

Eritrositleri yikamak ve rhembranlar homojen siispansiyon yapmak icin kul-
lamlan tampon; Owren tamponu: 0.28 M Barbital, 0.814 M NaCl, 215 ce. 1 N HCI,
distile su ile 1 It. ye tamamlanir (Tampon - 1).

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 - 2).

imidazol buffer: 90 ml N/10 HCI, 1.75 gr. imidazol ile kanistmhp distile su
ile 100 cc'ye tamamlanir. pH 7.2-7.4 (Tampon - 3).
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1/9 oraminda EDTA'lh alinan kandan eritrositler santriftijle aynlir. Distile su
ile patlatilarak 12.000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek membranlan ¢oktiiriiliir.

Membran Parcaciklanmnin Eldesi: Eritrosit membran pargaciklar George ve
arkadaslarinin onerdigi yonteme gore yapildi °. Coken eritrosit membram (gost)
owren tamponunda siispanse edilir. Membran siispansiyonuna, 30 saniye aralikla
toplam 60 saniye olmak iizere buz i¢inde sonik ossilasyon yapilir. Sonik ossilasyon-
dan sonra membran siispansiyonu sogukta 12.000 devirde sorvay ultrasantrifiijiiyle
20 dakika gevrilir. Santrifiijden elde edilen ¢dkelti parcalanmamis membranlan
igerir. Cokelti lizerindeki membran pargaciklarini igeren sivi alinarak 58.000 devir-
de 90 dakika sogukta ultrasantrifiijle ¢evrilerek ¢oktiiriiliir. Bu membran parcacik-
lar1 tampon 1 ile ¢oziiliir ve gerekli testler yapilir.

Membranlann fibrinolitik aktivitesi protein konsantrasyonundaki aktivite
olarak &lgiildii. Protein konsantrasyonu Lowry yontemi ile dlgiildii ' °. Fibrinolitik
aktiviteleri ise iki yontemle yapildi.

1- E.E.Z. (Euglobulin Erime Zamani) ''+!2; ,

0.45 ml. test plazmasi, 0.05 ml. membran ¢ozeltisi kanstirilarak 37°C'da 5
dakika bekletilir. Uzerine 9.5 ml. 16/100.000'lik asetik asit cozeltisi ilave edilir. Bu
karisim 10 dakika 2000 devirde santrifiij edilerek ¢oktiiriiliir. Coken kisim dglobulin
fraksiyonudur. Ust kisim atilir. Gékelti temiz bir bagetle iyice ezilerek iizerine 0.25
ml. E.E.Z. tamponu (Tampon - 2) ilave edilir. Cokelti tampon icinde bagetle iyice
¢oziiliir. Oglobulin gozeltisi elde edilir. Uzerine 0.25 ml. M/40 M CaCl, ilave edilir.
Hafifce sallayarak karismas: saglanir. Karigim 37°C da su havuzuna konur. 1-3 da-
kikada tiipiin icinde pihti olusur. Piht1 belirli bir zaman sonra erir. Pihtinin olugumu
ile, erimesi arasindaki zaman bize E.E.Z.'yi verir.

Kontrol grubu olarak 0.45 ml. test plazmasina 0.05 ml. membran: ¢ozdiigii-
miiz tampon ¢ozeltiden konarak E.E.Z.'sine bakilir.

2- Fibrin Plak Yontemi 3

a) 9 ml. imidazol buffer (Tampon - 3), 1 ml, % 12'iik fibrinojen ile kanigtirilir.

b) 0.2 ml. 100 iinite trombin, 0.8 ml. imidazol buffer ve 1 ml. 50 mM CaCl,

ile karigtinhr.

¢) Trombin, imidazol buffer ve 50 mM CaCl, bulunduran karigimdan 0.5 ml

alinip petrinin bir tarafina konur,

d) Fibrinojen, imidazol buffer kansimindan 8 ml. alinip petrinin diger tara-

f.ma konur. 8-10 saniye bu iki kangim petri iginde diizgiin bir yiizey iize-

- rinde sallayarak homojen bir sekilde dagilmas: saglanir. Diiz bir yiizeye bi-
rakilir. Hazirlanan fibrin plak 3-5 dakika icinde pihtilasacaktir. Plak yarnm
saat sonra kullanilabilir,

I?Turada fibrin meydana getirmek icin kullanilan fibrinojen sigir fibrinojeni,
Trombin; trombin Lopical (parke devis) dir.

Fibrin Palaga Tatbik Edecegimiz ¢irnek:

0.03 ml. tatbik ed?lir ;YEZIHUZ étand'i'm . ming bu Sgibuly r;bzeltlmnd'e_n‘
Sl i e . v'er.eeehk. etiivde 24 saat bekletilir. Olusan erime alani 6l-
proteolitik etki alan) hesaplanir. Kontrol grubu olarak test plaz-

masina, membran ¢ozeltisi yerine kullanilan tampon ¢ozeltiden aym oranda (0.05
ml.) konularak so nuglar kargilastirilir,
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BULGULAR

Eritrosit membrani, E.E.Z. yontemiyle dlgiilen fibrinolitik aktivitede anlamli

bir artisa neden oldu. Farkll protein konsantrasyonlarindaki membranlarin E.E.Z.
yontemiyle yiizde aktivite degerleri Tablo: 1 de gorilmektedir. Kontrol grubunda
ortalama E.E.Z. 105 ¥ 7.60 dakika, membran eklenmesiyle ortalama E.E.Z degeri
ise 82.8 ¥ 5.08 dakikadwr. Buradaki % 21.42'lik aktivite artig istatistik ag¢idan an-

lamhdir (p <0.001).

Tablo: 1
Eritrosit Membraninda E.E.Z. ve Fibrin Plak Yéntemiyle
Fibrinolitik Aktivite
Deney Protein E.E.Z. (Dakika) Fibrin Plak (mm?)
gk :gl;ﬁlln Kontrol |Membran Ak:/iv:te Kontrol |Membran Akt,;ite
1 230 118 88 25.42 16 49 206
2 250 117 80 31.62 18 56 211.11
3 244 110 80 27.27 18 54 200
4 238 114 84 26.31 18 56 211.11
5 203 113 88 2212 20 52 160
6 179 106 87 17.92 16 40 150
7 182 104 84 19.23 18 46 165.55
8 170 99 82 17.17 16 40 150
9 193 100 78 22.00 20 52 160
10 218 103 80 22.33 20 54 170
11 264 113 76 32.74 18 62 244.44
12 202 101 80 20.79 20 52 160
13 76 99 90 9.09 20 34 70
14 133 98 85 13.26 20 42 110
15 208 100 79 21 18 52 188.88
16 113 99 86 13.13 20 40 100
17 148 106 91 14.15 18 50 122,22
18 139 102 88 13.72 20 42 110
19 94 88 78 11.36 20 36 80
20 272 110 72 34.54 20 68 240
x 187.8 | 105 82.8 |21.42 | 187 48.85 [161.22
SD 7.60 5.08 1.49 8.76
SE 1.70 1.13 0.33 1.95
t 10.855 15.188
P p < 0.001 p <0.001
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Protein konsantrasyonu ile, E.E.Z yontemi ile dlciilen aktivite degerleri ara-
sinda anlamh bir iliski bulunmustur. Konsantrasyon arttikca aktivite de artmakta-
dir (Sekil: 1) (Korrelasyon katsayisi r = —0,5641, p < 0.0?). i . .

Eritrosit membranimda fibrin plak yontemiyle dl¢tiigiimiiz fibrinolitik aktivi-
tede de kontrole gore anlamh bir artis saptanmstir (Tablo: 1, p <0.001). Kontrol
grubunda ortalama erime alam 18.7 ¥ 0.33 mm?, membran eklenmesiyle ortalama
48.85 ¥1.95 mm* dir. Fibrin plakda erime alaninda % 161.22'lik bir artis olmustur.
Fibrin plak yodntemiyle eritrosit membraninda da protein konsantrasyonuyla, ak-
tivite artis1 arasinda anlamh bir iliski bulunmustur. Protein konsantrasyonu arttikca
aktivite de artmaktadir (Sekil: 2, Korrelasyon katsayisi: r = 0.904, P < 0.001).
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Sekil: 1

ntemiyle, Protein Konsantrasyonu ve Fibrinolitik
(Korrelasyon Katsayisi; r = — 0,541, P < 0.01)
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TARTISMA

Tarayabildigimiz literatiirlerde bu konuda yapilmis pek fazla bir aragtirmaya
rastlaniimad. Kiinzer ' * yaptig1 ¢caligmada, eritrositleri dondurup ¢ézme yontemiy-
le patlatarak, stromasinda ve hemolizatinda fibrinolitik aktiviteyi fibrin plak yonte-
miyle arastirmistir. Hemolizden hemen sonra stromada giiclii bir fibrinolitik aktivi-
tenin varhifini gostermistir. Fakat hemolizatta aktivite bulamamigtir.

Bu caligma, bizim bulgularimizi destekler niteliktedir. Ciinkii eritrosit stroma-
s1 membrandan baska bir sey degildir. Bizim bulgulanmizda her iki yontemle de
gosterdifimiz sonuglar birbirini dogrular niteliktedir. Bulgularnmizda fibrin plak
yontemiyle gosterilen yiizde aktivite degerlerinin E.E.Z. yontemiyle gosterilen yiiz-
de aktivite degerlerinden daha yiiksektir. Bu yontem farkindan ileri gelmektedir.

Eritrositlerin insan organizmasinda hemostaz yoniinden ilging etkileri vardir.
Hellem ve arkadaglarinin gosterdigi gibi ' ° piht1 olusumunda, eritrositlerden aciga
¢ikan ADP nin, diger yerlerden gelen ADP ile birlikte trombosit agregasyonunda
onemli bir roli oldugunu gostermiglerdir. Ayrica invitro ve invivo ¢aligmalarda
eritrosit hemolizatlarinin, trombosit faktor IIl'e benzer tromboplastik aktivite gos-
terdigi saptanmigtir. Bunlar pihti olusumuna yardime: olmaktadir. Diger taraftan,
olugan pihtinin erimesini saglayan fibrinolitik sistemin, caligmamizda da gosterdigi-
miz gibi pargalanan eritrositler tarafindan aktive edilmis olmasidir. Yani eritrositler
bir taraftan piht: olusumunu saglarken, diger taraftan pithtinin erimesine yardimei
olarak fizyvolojik dengenin saglanmasinda rol alirlar.
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