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1. ÖZET 

 

KOYUN VE KUZU AKCİĞERİNDEN İZOLE EDİLEN DOKU FAKTÖRÜ 

AKTİVİTESİNDE LİPİTLERİN ETKİSİ 

 

Tromboplastin, Faktör III ve CD 142 adlarıyla da bilinen doku faktörü (DF) 

pıhtılaşma sistemini başlatmaktan sorumlu bir membran glikoproteinidir. Molekülün 

yapısında pıhtılaşma sisteminin aktivasyonunu başlatan fosfolipidler önem taşır. DF 

geçmişten günümüze pıhtılaşma sisteminin takibinde önemli bir araç olarak 

kullanılmaktadır. İlerleyen teknolojiyle DF’nin birçok hastalığın patogenezinde de 

etkin olduğu görülmüştür. 

Bu çalışmada koyun ve kuzu akciğerinden izole edilen DF’nin aktivitesinde lipitlerin 

etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bunun için DF ekstraktı ve saflaştırılmış DF 

hazırlandı. Lipidler ekstrakte edildi. Ekstraksiyonla ayrılan lipid ve protein 

kısımlarının, hazırlanan DF ekstraktının ve saflaştırılmış DF’nin aktivitesi 

protrombin zamanı testi ile tayin edildi. DF ekstraktı daha sonra kullanılmak üzere 

liyofilize edildi. Bu ekstraksiyon kullanılarak gravimetrik olarak toplam lipid tayini 

yapıldı. İnce tabaka kromatografisi (TLC) ile fosfolipidler belirlendi ve fosfolipid 

standartları kullanılarak major fosfolipidlerden fosfatidilkolin (PC), 

fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) ve sfingomiyelinin (SM) yerleri tesbit 

edildi. DF ekstraktındaki fosfolipid miktarlarını belirlemek için her bir örneğe fosfor 

tayini yapıldı. 

Kuzu akciğerinden elde edilen DF ekstraktı koyununkinden daha aktif bulunmuştur. 

DF’nin ekstraksiyonla ayrılan lipit kısmında aktivite görülürken, protein kısmında 

görülmemiştir. İkisi bir aradayken en yüksek aktiviteye sahip oldukları görülmüştür. 

Saflaştırma işlemi aktiviteyi düşürmüştür. DF’de fosfolipidlerin sıralaması 

PE>PC>PS>SM şeklinde tesbit edilmiştir. 

Bu çalışmanın sonuçları kendi ürettiğimiz DF’nin standardize edilerek protrombin 

zamanı testinde kullanılabileceğini göstermiştir ve bulgularımız tromboplastin 

üretiminde literatüre katkı sağlayacaktır. 

 

Anahtar Kelimeler: Doku faktörü, protrombin zamanı, PC, PE, PS, SM, TLC 
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2. ABSTRACT 

 

EFFECT OF LİPİDS İN TİSSUE FACTOR ACTIVITY ISOLATED FROM 

SHEEP AND LAMB LUNG 

 

The Tissue factor (TF), also known as thromboplastin, Factor III and CD 142 is a 

membrane glycoprotein responsible for initiating the clotting system. Phospholipids 

that activate the activation of the coagulation system in the molecular structure are 

important. TF is used has always been an important tool in the monitoring of the 

coagulation system. In parallel with the advancing technology, it is known that TF is 

also effective in the pathogenesis of many diseases. 

In this study, it was aimed to investigate the effect of lipids on the activity of TF 

isolated from sheep and lamb lung. For this, TF extract and purified TF were 

prepared and lipids were extracted. The activity of lipid and protein fractions 

separated by extraction, the TF extract prepared and the purified TF were determined 

by prothrombin time test. The TF extract was lyophilized for later use. Using this 

extraction, total lipid was determined by gravimetric method. Phospholipids were 

identified by thin layer chromatography (TLC) and major phospholipids such as 

phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PS) 

and sphingomyelin (SM) were determined by using phospholipid standards. To 

determine the amounts of phospholipids in the TF extract, phosphors assignment 

have been done spectrophotometrically for each sample. 

The TF extract from lamb lung found more active than sheep lung. The TF activity 

was observed in the lipid fraction separated by extraction, but not in the protein 

fraction. A two together, it was found to have the highest activity. Purification 

decreased activity. Sequence of phospholipids in the TF obtained from lamb lung 

was determined as PE> PC> PS> SM. 

The results of this study show that the TF we produce can be standardized and used 

in the prothrombin time test and our findings will contribute to the literature in the 

production of thromboplastin. 

 

Key words: tissue factor, prothrombin time, PC, PE, PS, SM, TLC 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Sağlıklı yaşam için normal çalışan bir koagülasyon sistemi gereklidir. Bu yol 

kanın dışarıya akmasını önleyen bir savunma sistemi olarak da kabul edilebilir. 

Günümüzde TF’nin koagulasyon sisteminin her basamağında etkili olduğu da kabul 

edilmektedir (1,2). 

Kan pıhtılaşması ya da koagülasyon, doku hasarına hızlı bir yanıttır (3). 

Koagülasyon damar yaralanması sonucunda kanamayı durdurmak için fibrin ağının 

oluşumunu düzenleyen plazmadaki kompleks reaksiyon kaskadıdır ve ana başlatıcısı 

olan TF hemostaz, tromboz, anjiyogenez, kanser ve bağışıklıkta hayati rol oynar. 

Koagülasyon reaksiyonların sadece küçük bir bölümü kan plazmasında ortaya çıkar. 

Tüm ana süreçler endotel hücreleri, hasar görmüş subendotelyum veya bu hücreler 

tarafından dökülen mikroparçacıklar ile aktif trombositlerin membranlarında lokalize 

iki boyutlu tepkimelerdir. Trombin ve kollajen gibi güçlü aganistler ile trombosit 

uyarılması, fosfotidilserinin dışa doğru yönelmesine yol açar ve bu da koagülasyon 

faktörlerinin etkin bir şekilde bağlanmasını sağlar. Serin proteaz intrensek sistemin 

enzimatik komplekslerinde kritik rol oynar. Proteinlerin gama-karboksiglutamik asit 

açısından zengin bölgeleri ile negatif yüklü fosfolipidlerin bağlanmasına çoğunlukla 

kalsiyum köprüleri aracılık eder. Pıhtılaşmanın artışı ile birlikte bu bağlanma, plazma 

inhibitörlerinden koagülasyon faktörlerinin korunması için önemlidir. Pıhtılaşma 

faktörlerinin fosfatidilserin içeren membranlara bağlanması tüm zara bağlı 

reaksiyonların ilk adımıdır (4-7). 

Hemostatik sistemi başlatmaktan sorumlu bir membran glikoproteini olan TF, 

bir apoprotein kısmı ve parsiyal tromboplastin aktivitesinin ekspresyonu için gerekli 

olan bir fosfolipid kısmından oluşur. Hücre hasarı sonrasında, TF’nin fosfolipidleri 

kana sızar ve Ca
+2 

 varlığında Faktör VII (FVII) veya Faktör VIIa (FVIIa) ile bir 

kompleks oluşturur. Bu kompleks direk olarak ekstrensek yolda Faktör X (FX)’u ve 

ayrıca intrensek yolda Faktör IX (FIX)’u aktifleştirir (8-10) Fosfolipidlerin ve 

kalsiyum iyonlarının bulunması halinde pıhtılaşma etkindir (11). 

TF, kan damarlarının adventisya tabakasından ve epidermal, stromal, glial 

hücreleri tarafından sentezlenir (5,12,13). Ayrıca normalde TF aktivitesine sahip 

olmayan lökositlerin damar ortamında yada kollajene maruz kaldığında TF 
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sentezleyebildiği gösterilmiştir (14). Yaralanma, damar yırtığı sonucu kanamalarda 

damar dışındaki TF ile temas olduğunda pıhtılaşma süreci başlatılır. Dolaşımdaki 

FVII, TF'ne bağlandığında, hızlı bir şekilde FVIIa'ya dönüştürülür (15). FVIIa / TF 

kompleksi FIX ve FX’u aktifleştirebilmektedir (16). 

FVIIa’nın TF’ne bağlanması preolitik aktivitesini neredeyse üç kat yükseltir 

(17,18). Bununla birlikte IXa veya Xa faktörlerinin kofaktörlerine farklı bağlanması, 

FVIIa’nın TF’ne bağlanması tamamıyla kalsiyum gerektirmez ve ilişkinin afinitesi 

aniyonik fosfolipidin varlığıyla yükselir. FVIIa / TF tarafından FIX ya da X’un 

kırılması anyonik fosfolipid tarafından arttırılır. Bu etki substratın arttırılmış 

bağlanmasından çok VIIa / TF kompleksinin katalitik verimliliği üzerinde 

fosfolipidin etkisinden kaynaklanır (19-21). 

Kumarin gibi oral vitamin K antagonistleri ile başarılı bir antikuagulan 

tedavisi, kanama riskini azaltan etkili bir antikoagulasyon için hastanın protrombin 

zamanı testinin (PTZ) dikkatle izlenmesi gerekir. PTZ pıhtılaşma testi; karaciğer 

yetmezliği, sepsis ve diğer hastalıklara bağlı koagulapatilerin değerlendirilmesinde 

ve ameliyat öncesi kanama riskinin tayininde plazma pıhtılaşma sistemlerinin genel 

olarak araştırılmasında yaygın olarak kullanılmaktadır. PTZ testlerinde kullanılan TF 

reaktifi, pıhtılaşmayı tetikleyen TF içerir. Orjinal olarak hayvan ya da insan kaynaklı 

ekstraktlar ham dokudan elde edilir (5,22). 

Son zamanlarda rekombinant teknolojiyle fosfolipid vezükülleri içeren 

tromboplastinler de üretilmeye başlanmıştır. İnsan doku faktörü içeren yeni nesil 

rekombinant tromboplastinleri (rTF) optimal pıhtılaştırma aktivitesi için fosfolipid 

vezikülleri içine dahil edilen integral membran proteinleridir. rTF’ler, FVII 

seviyelerine aşırı duyarlı olmasından dolayı eleştirilmektedir. FVII’nin plazma yarı 

ömrü kısadır, bu yüzden özellikle oral antikoagülan tedavinin başlangıcında FVII 

seviyelerinde dalgalanma olur (22). 

TF’lerin yanıtları ve oral antikoagulanların sebep olduğu koagulasyon 

yetersizliklerinin yanıtları değişkendir. Bu düzeltilmezse oral antikoagülan dozu 

kabul edilemez farklılıklara yol açabilir. TF duyarlılık farklılıklarını telafi etmek için 

bir kalibrasyon sistemi (Uluslararası Duyarlılığı İndeksi (ISI)) geliştirilmiştir (23). 

Üretici firmalar, ürettiği TF’yi dünya sağlık örgütüne (WHO) gönderirler ve oradan 

bir ISI değeri alırlar. Böylece hastaların değişik laboratuarlarda ölçülen protrombin 
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zamanları standartize edilir. WHO’nun standardize ettiği bir TF kullanılırsa 

laboratuvarlar arası veya ülkeler arası farklılıklar ortadan kalkacaktır (22-24). 

Pıhtılaşma yetersizliklerinin ve oral antikuanguan tedavisinin takibi için PTZ 

testinde kullanılan tromboplastin reaktiflerinin aktif maddesi TF’dir. TF reaktifleri 

beyin, akciğer ya da plasenta ekstrelerinden saflaştırılan kompleks karışımlardır. Son 

zamanlarda rekombinant teknolojiyle fosfolipid vezükülleri içeren TF’ler de 

üretilmeye başlanmıştır. TF’ler, K vitaminine bağımlı pıhtılaşma faktörlerinin 

seviyelerindeki azalmaya karşı çok duyarlıdır. Üretilen TF’lerin içeriğindeki 

farklılıklar protrombin zamanı testinin sonuçlarını etkilemektedir. Oral antikoagülan 

tedavinin izlenmesinde kullanılan Uluslararası Duyarlılık İndeksi (ISI) ve 

Uluslararası Normalleştirilmiş Oran (INR) bu durumu telafi etmiştir. INR sistemi 

genellikle sepsis veya karaciğer yetmezliği olan hastaların pıhtılaşma 

bozukluklarının izlenmesinde kullanılır (22). 

Hayati organları tehdit eden arteryal tromboembolismin başlıca sorumlusu 

olarak kabul edilen koagulasyon inflamasyon olaylarında, ekstrensek ve intrensek 

koagulasyon mekanizmasının tetikleyicisi durumunda olan TF önemli bir yer tutar 

(25,26). 

Emekli ve Ulutin (27) tavşan beyninden elde ettikleri TF ile oluşturdukları 

yaygın damar içi pıhtılaşmasında Protein C’nin etkisini gösterdiler. 

Beyin gibi TF yönünden zengin dokulardan elde edilen TF’nin çok az miktarı 

bile yaygın damar içi pıhtılaşması için yeterli olduğundan geçmiş yıllarda TF’nin 

kanda bulunduğu düşünülmezdi. İn vitro çalışmalarda TF Quick yöntemiyle PTZ 

ölçümünde kullanıldığı için ekstrensek adı ile anılmıştır. Günümüzde TF’nin hem 

ekstrensek hem de intrensek pıhtılaşmayı başlattığı ve kanda ölçülebilen miktarlarda 

bulunduğu kanıtlanmıştır (28). 

TF ile ilgili çalışmalar 1800’’lü yıllarda başlamış günümüzde ise, bu 

membran proteinin pek çok metabolik faaliyet içinde olduğu bildirilmiştir (27). 

Bu çalışmada amacımız laboratuvarda kullanımı geçmişten günümüze devam 

eden, çeşitli organlarda bulunan ve farklı fonksiyonları olan DF’nin etkin maddesi 

olan lipidlerin aktivitedeki değişimlerinin ve fosfolipid içeriğinin görsel olarak 

belirlenmesidir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Doku Faktörü ve Tarihçesi 

TF koagülasyon kaskadının ana başlatıcısıdır ve trombositler, lökositler, 

fibroblastlar ve endotel hücreleri dahil olmak üzere çeşitli hücrelerin yüzeyinde ve 

damar duvarını çevreleyen yumuşak kas hücrelerinde bulunan 47-kDa'lık 

transmembran bir glikoproteindir. TF bir hasara veya hücre dışı uyarılara bir yanıttır. 

Hücre dışı bölgesi, molekülün %80'nini oluşturan FVII / FVIIa bağlanma yerine ve 

immunoglobulin benzeri beta sandviç katlama yerine sahiptir. TF kan pıhtılaşmasına 

ek olarak, iltihap, embriyonik gelişme, anjiyojenez, tümör metastazı, hücre 

yapışması/göçü ve doğal bağışıklık dahil bir çok olayda rol oynar (7). 

Endopeptidaz ve eksopeptidaz aktivitesi olan TF organizmadaki tüm 

dokulardan elde edilebilir. Pıhtılaşma mekanizmasında FVII’ye bağlanarak onu aktif 

şekli olan FVIIa’ya dönüştürür. Moleküler yapısının dokudan dokuya farklılık 

gösterdiği düşünülmektedir. Beyin, akciğer ve plasenta TF açısından zengin olan 

organlar arasındadır. Tükürükteki TF ağızdaki yaraların ve kanamaların çabuk 

geçmesi için önemlidir. Quick ve iki safhalı protrombin zamanı ölçüm yönteminde 

beyin ve akciğerden elde edilen TF’ler kullanılır. 

Günümüzde kanıta dayalı olarak kabul edilen pıhtılaşma sisteminin temelleri 

1892 yılında Schmidt, 1905 yılında Morawitz tarafından atılmıştır. O tarihlerde 

pıhtılaşma ile ilgili bilgiler aşağıda özetlendiği gibidir. 

 

                                         Doku Faktörü 

                                                    Ca 
++

 

                            Protrombin    Trombin  

                                                Trombin  

                            Fibrinojen       Fibrin  

 

1900’lü yılları takip eden uzun bir süre pıhtılaşma mekanizmasındaki 

gelişmeler TF yani ekstrensek sistem  merkezli olmuştur (29). 
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19. yüzyılda Paul Morawitz kan koagülasyonu ile ilgili ilk teoriyi 

yayınlamıştır. Morawitz’e göre koagülasyon dört faktör arasındaki etkileşim ile 

oluşur. Bu faktörlerden üç tanesi plazmada bulunan protrombin, kalsiyum ve 

fibrinojendir. Dördüncü faktör olan trombokinaz (bugün tromboplastin veya tissue 

factor olarak bilinir) ise trombosit ve lökositlerde bulunur. Kan yabancı bir doku 

veya yüzey ile temas ederse trombosit ve lökositler agregasyon oluşturur ve TF salını 

gerçekleşir. TF ile protrombin etkileşimi kalsiyumun da ortamda bulunması ile 

trombin oluşumuna yol açar. Trombin ise fibrinojenin fibrine dönüşümünü sağlar. 

Hasarlanmış doku hücreleri TF’nin ikinci kaynağıdır ve yara yerinde kanın daha hızlı 

pıhtılaşmasını sağlar (30-32). 

Yüzyılın ortalarında yeni bir faktör keşfedildi. Pıhtılaşma mekanizmasının 

başlangıcının iki yol ile meydana geldiği fikri ortaya atıldı. Birinci yol Morawitz’in 

TF aracılıklı yolu olup doku hasarı sonrası organizmanın kanamaya karşı kendini 

savunması, ikinci yol ise; in vitro olarak kanın cam gibi negatif yüklü yüzey ile 

karşılaştığında plazma proteini FXIII (Hageman faktörü) aracılığı ile gerçekleşen yol 

olarak tanımlanmıştır (30-35). 

  

4.2. Hemostatik Sistem ve Doku Faktörü 

Kan, endotel hücreleri ile kaplı damarlarda pıhtılaşmadan dolanır. Endotel 

dışında bir yüzeyle karşılaştığında hemen pıhtılaşır. Dolaşan kanda mikro düzeylerde 

dahi bir pıhtı olması, kılcal damarları tıkayarak ilgili organın oksijenlenmesini ve 

beslenmesini engelleyeceği için hayati tehlike oluşturduğu gibi bir kesi ya da hasar 

bölgesinde pıhtının meydana gelmemesi kanın dışarı akmasını sağlayarak yine hayati 

tehlike oluşturur. Bu fizyolojik olaylar hemostaz adı verilen sistemin çeşitli 

bölümleri arasındaki biyokimyasal dengenin iyi işlemesine bağlıdır (29). 

Hemostaz; damar sistemi, trombositer sistem, koagülasyon sistemi ve 

fibrinolitik sistem olarak birbirini takip eden yolaklardan oluşur. Koagülasyon 

mekanizması ise pıhtı oluşumu ile sonuçlanan üç basamaktan oluşur. Bu basamaklar; 

yavaş ve en önemli basamak olan intrinsik yol, hızlı ve erken aktive olan basamak 

ekstrensik yol ve fibrin yapımı için gerekli son basamak ortak yoldur. 

Koagülasyonun başlamasında primer yol ekstrensek yoldur. Ekstrensek ve intrensek 

yolların ilk kısımları farklıdır, sonraki kısım her iki durum için de ortaktır. 
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Ekstrensek yol damar duvarı ve çevresindeki dokuların travmaya uğramasıyla başlar, 

intrensek yol kanın kendi içinde başlar (29). 

Ekstrensek Yol: Bu yol, damar duvarı veya damar-dışı dokuların travmaya 

uğraması ile aktive olur ve TF tarafından başlatılıp hızla aktive olur. TF, endotel 

hasarlanması ile dokulardan salınmakla beraber trombositler ve monosit/makrofajlar 

tarafından da sentezlenmektedir. TF, doku membranlarından gelen fosfolipitler ile 

önemli bir proteolitik enzim içeren bir lipoprotein kompleksidir. Ca
++

 varlığında 

TF’nin lipoprotein kompleksi FVII’yi aktive edip (FVIIa) onunla bir kompleks 

oluşturur (5,29). Normalde kanda az miktarda da olsa (0,59-8,4 ng/ml) FVIIa 

bulunmaktadır. TF/FVIIa kompleksi bir taraftan FIX’u aktive ederken, diğer taraftan 

da FX'u FXa'ya dönüştürür. TF hem direkt olarak, hem de FIX'u aktive etmek 

suretiyle indirekt olarak, Ca
++

 yardımı ile, FX'u aktifleştirir; yolun bundan sonraki 

kısmı intrensek yolla ortaktır. Aktif Faktör X, TF’nin parçası olan doku 

fosfolipitleriyle ya da trombositlerden serbestlenen fosfolipitlerle birlikte FV ile 

birleşerek protrombin aktivatörü adı verilen komplexi oluşturur ve protrombinin 

trombine (FIIa) dönüşümü sağlar (5,29,36). 

İntrensek Yol: Plazma içinde oluşan bu yol kanın kendisinin travmaya 

uğraması veya kanın travmatize bir damar duvarındaki kollajenle teması sonucu 

başlar. Kanın travmaya uğraması; FXII ve trombosit fosfolipitlerinin aktifleşmesine 

ve trombosit fosfolipitlerinin serbestleşmesine neden olur. Hasarlanan damar 

duvarındaki subendotelyal kollajenle temasıyla da Hegeman faktörü (FXII) aktifleşir. 

Kanın travmaya uğraması veya damar duvarındaki kollajenle teması kandaki 

FXII’nin yanında trombositleri de etkiler. FXIIa, FXI’i FXIa’ya dönüştürür. FXIa, 

FIX'u aktifleştirir. FXIa, FVIII, trombosit fosfolipitleri ve travmatize trombositlerden 

salınan ‘’trombosit faktör 3’’ (PF3) birlikte etki göstererek FX’u aktive ederler. 

FXIIa'nin başlattığı reaksiyon zincirindeki faktörlerden her biri Ca
++

 ve diğer bazı 

faktörlerin yardımıyla kendisinden sonra gelen faktörü aktive eder. İntrensek yolun 

son aşaması ekstrensek yolun son aşamasıyla aynıdır. Yani, FXa, FV ve trombosit 

veya doku fosfolipitleriyle birleşerek protrombin aktivatörü kompleksini oluşturur. 

Protrombin aktivatörü de potrombinin trombine parçalanmasını başlatır (5,37,38). 

Ortak Yol: Bu yolda; FXa, Ca
++

'un, Labil faktör’ün (FV) ve trombosit 

kaynaklı fosfolipid misellerinin yardımı ile protrombini (FII) trombine (FIIa) 
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dönüştürür. FIIa, fibrinojenin (FI) fibrine dönüşmesini başlatır. FI'in iki peptit 

zincirinin her birinden iki peptit parçası koparılır ve fibrin monomerleri (FIa) oluşur. 

Bir transglutaminaz'in (aktive edilmiş FXIIIa) yardımı ile FIa kovalent çapraz 

bağlarla polimerize olur; böylece suda çözünmeyen ve plazmin ve diğer proteolitik 

enzimlere dirençli olan sağlam fibrin oluşur. Fibrin iplikleri, kan dolaşımındaki 

eritrositleri ve lökositleri hapseden kırmızı pıhtının matriksini oluşturur. Böylece 

pıhtı oluşumu ve büyümesiyle koagülasyon kaskadı sonuçlanır. FIIa, FXIII'ü de 

aktifleştirir. Ayrıca, trombosit agregasyonunun güçlü bir uyarıcısıdır (5,39-41). 

Aşağıdaki şekilde bu yolaklar özetle görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2. Koagulasyon kaskadında fosfolipidlerin rol oynadığı basamaklar. 

Fibrinojen             Fibrin                Çapraz Bağlı Fibrin 

      (I)                       (Ia) 

XIII 

Ca++ 

Va 

XII                        XIIa 

     XI                       XIa 

Kollagen

HMWK 

İnterensek Sistem 

Ekstrensek Sistem 

         IX                   IXa 

Ortak Yol 

Doku Faktörü 

   + 

 VIIa               VII                     

 X                  Xa                    X 

 Protrombin                  Trombin 

           (II)                          (IIa) 

Prekallikrein 

Kallikrein 

Ca++

VIIIa 

Ca++ 

H
M

W
K

 

FOSFOLİPİD FOSFOLİPİD 

FOSFOLİPİD 

XIIIa 
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Kan ve dokularda kan pıhtılaşmasını etkileyen 50’den fazla madde 

bulunmuştur. Bundan pıhtılaşmayı sağlayanlara prokoagülan, pıhtılaşmayı inhibe 

edenlere antikoagülan denir. Kanın pıhtılaşıp pıhtılaşmaması, bu maddeler arasındaki 

dengeye bağlıdır. Pıhtılaşma faktörlerinin birçoğu çok düşük konsantrasyonlarda 

bulunan yüksek oranda glikozillenmiş bir plazma proteini grubudur. TF dışındakiler 

plazmadadır ve aktifleşmek için bir proteolitik aktivasyona ihtiyaç duyarlar. Bazıları 

K vitamini bağımlıdır ve glutamik asit zincirinin modifikasyonu ile sonuçlanan bir 

dizi enzimatik modifikasyona uğrarlar. Bu durum, tromboembolik olayların 

önlenmesinde ve tedavisinde K vitamini antagonistlerinin kullanımına imkan tanır 

(29,42,43). Pıhtılaşma faktörleri ve bazı özellikleri aşağıdaki tabloda özetlenmiştir. 

 

Tablo 4.2. Pıhtılaşma faktörlerinin (proteinlerinin) bazı özellikleri. 

No Adı Yapısı Fonksiyonu 

I Fibrinojen Plazma Proteini Ortak yol, fibrin öncüsü, pıhtı oluşturur 

II Protrombin Vit.K bağımlı 

serin proteazı 

Ortak yol, trombin öncüsü, 

IIa,I,V,VII,VIII,XI,XIII, Protein C ve 

trombositleri aktifleştirir 

III Doku Faktörü Lipoprotein Ekstrensek yol, VIIa’nın kofaktörü 

IV Kalsiyum İyon Pıh. fak.lerinin fosfolipidlere bağlanması, 

interensek yolun ilk iki basamağı dışındaki tüm 

reaksiyonların başlatılması, hızlandırılması, K vit. 

bağımlı faktörlerin aktivasyonu 

V Proakselerin, Labil 

faktör 

Seruloplazmin 

benzeri protein 

Ortak yol, X’un kofaktörü, protrombinaz 

kompleksini oluşturur 

VII Prokonvertin, 

Otoprotrombin I 

Vit. K bağımlı 

serin proteaz 

Ekstrensek yol, proenzim, IX ve X’nu aktifleştirir 

VIII Antihemofilik faktör 

A 

Seruloplazmin 

benzeri protein 

İntrensek yol, IX’un kofaktörü, tenaz kompleksini 

oluşturur 

 Von Willebrand 

Faktör (vWF) 

Multimerik 

yapıda protein 

Trombosit adezyonu,VIII’e ve subendoteldeki 

kollajene bağlanma, FVIIIc için taşıyıcı protein 

IX Christmas Faktör, 

Antihemofilik faktör 

B, Otoprotrombin II 

Vit. K bağımlı 

serin proteaz 

İntrensek yol, proenzim, X’nu aktifleştirir, VIII’le 

tenaz kompleksini oluşturur 

 

X Stuart-Power Faktör, 

Otoprotrombin III 

Vit. K bağımlı 

serin proteaz 

Ortak yol, proenzim, II’yi aktifleştirir, V’le 

protrombinaz kompleksini oluşturur 

 

XI Antihemofilik Faktör 

C 

Serin proteaz 

öncüsü  

İntrensek yol, proenzim, IX’u aktifleştirir 

XII Hageman Faktör Serin proteaz İntrensek yol, proenzim, faktör  XI,VII ve 

prekallikrein’i aktifleştirir 

 Prekallikrein, 

Fletcher Faktör 

Serin proteaz Enzim, XII ve prekallikrein’i aktifleştirir, 

HMWK’yı böler 

 Yüksek Molekül 

Ağırlıklı Kininojen 

(HMWK) 

Bağlanma proteini     Kofaktör, XII, XI ve prekallikrein’in karşılıklı 

aktivasyonu 

XIII Fibrin Stabilize Edici 

Faktör (FSF) 

Transglutaminaz Ortak yol, proenzim, fibrin monomerlerini fibrin 

polimerlerine dönüşümü, fibrinin çapraz 

bağlanması 
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4.2.1. Tromboplastin Jenerasyon Testi (TGT) 

FVIII ve FIX eksikliğini ayırmak için tromboplastin jenerasyon testi 

kullanılır. Sulandırılmış plazma trombosit yerine geçen bir madde varlığında 

rekalsifiye edilir ve normal sitratlı plazmaya aşırı kalsiyumla birlikte inkübe edilmiş 

karışımının alt örnekleri eklenerek tromboplastin oluşumu test edilir. 

Bozuk olan test plazma ilavesiyle düzeliyorsa FVIII eksikliği, serum 

ilavesiyle düzeliyorsa FIX eksikliği, her ikisinin ilavesiyle düzeliyorsa FXI eksikliği 

düşünülür. Çünkü normal plazmada FVIII ve FXI, normal serumda ise FIX ve XI 

bulunur (44-48). 

Koagülasyon sistemi ve klinikte sıklıkla kullanılan pıhtılaşma zamanları 

aşağıdaki şekilde gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2.1 Koagülasyon sistemi ve klinikte sıklıkla kullanılan pıhtılaşma testleri. 
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aPTT  = Aktive Parsiyel Tromboplastin Z. 

PT = Pıhtılaşma Zamanı 

PTZ  = Protrombin Zamanı 

TZ  = Trombin Zamanı 

RZ  = Reptilaz Zamanı 

dRVVT    = Dilute Russell's viper venom time 

TGT         = Tromboplastin jenerasyon testi 

TGT 
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4.3. Doku Faktörünün Moleküler Yapısı 

Hücresel bir kofaktör ve reseptör olan TF’nin molekül yapısı ve içeriği elde 

edildiği kaynağa göre değişir. Farklı oranlarda fosfolipid, protein ve karbohidrat 

içeren TF’nin molekül ağırlığı da geniş bir aralık içinde değişir. Wintrobe’s Clinical 

Hematoloji’sinde TF’nin molekül ağırlığının 53,000-425,000 kDa arasında değiştiği, 

aktif protein agregatlarının ise 1,500,000 kDa  kadar olabileceği bildirilmiştir 

(49,50). Çok fonksiyonlu TF’nin molekül yapısı 3 bölümde incelenir (34); 

 Amino terminalin bulunduğu ekstraselüler bölge, 

 Hücre membranının içinde kalan bölge, 

 Sinyal iletiminde görev alan ve karboksi terminal ucunu içeren bölge. 

Hücre membrane yüzeyinde FVIIa ve TF’nin hücre dışı alanının (sTF) kristal 

yapıları aşağıdaki şekilde gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.3. Membran yüzeyinde düzenlenmiş FVIIa ve TF'nin hücre dışı alanının (sTF) kristal 

yapıları.  

Bu şekilde (A) FVIIa (mavi) uzatılmış bir şekle sahiptir ve membran çift 

tabakalarında anyonik fosfolipidlere N-terminal GLA alanıyla bağlanır (burada 

membrana temas halinde gösterilmektedir). Ca
+ + 

(kırmızı küreler) ve Mg
++

 (gri 

küreler) gibi iki değerli katyonların GLA alanıyla koordinasyonu, uygun alan 

katlanması ve fonksiyonu için kritik önem taşır. Bir Ca
++

 iyonu, FVIIa'nın birinci 

epidermal büyüme faktörü benzeri alanına ve ayrıca bu proteinin proteaz alanına 

bağlanır (membrandan en uzaktaki alan). TF'nin izole edilmiş dış ortamı (sTF, 
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turuncu) membran yüzeyine tek bir transmembran heliks vasıtasıyla bağlandığı gibi 

tasvir edilmiştir. (B) sTF-FVIIa kompleksinin kristal yapısı ile TF'nin transmembran 

heliksi. (C) TF'nin yakından gösterimi (TF'nin substrat bağlayıcı eksozit bölgesi). 

Allojik olarak aktifleşen FVIIa'ya ek olarak, TF'nin membran-proksimal kalıntılar 

yoluyla FIX ve FX protein substratlarıyla doğrudan etkileştiği düşünülmektedir. TF 

kalıntıları Tyr
157

, Lys
159

, Ser
163

, Gly
164

, Lys
165

, Lys
166

 ve Tyr
185

 (Van Der Waals 

yarıçapı olarak gösterilir ve aşağıdaki gibi kimliklere göre renklendirilir-teal: lizin, 

beyaz: glisin, sarı: serin, yeşil: tirozin) mutagenez çalışmaları ile gösterildiği gibi alt 

katmanla etkileşime önemli ölçüde katkıda bulunur (Şekil C, şekil B'den 45 ° 

döndürülür) (49). 

TF toplam 263 amino asit içerir. Bunların 219 tanesi ekstraselüler bölgede, 23 

tanesi transmembran bölgede ve 21 tanesi intraselüler bölgede bulunur. TF’nin lipid 

kısmı; kolesterol, serebrozid, gangliosid ve fosfolipidlerden oluşmaktadır. Fosfolipid 

içeriği ise fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin, fosfotidilkolin, sfingomyelin, 

fosfotidilinositol, lizofosfotidiletanolaminden oluşur. Protein kısmında doku faktörü 

aktivitesi vardır ancak lipid bileşiminin eklenmesiyle bu aktivite 950 kez artar. 

TF’nde bulunan fosfolipilerin negatif yüklü olması koagulan aktivite için önemlidir. 

TF’nin kofaktör fonksiyonunu tam gösterebilmesi için yapısındaki proteinler ve 

fosfolipidlerin bir arada olması gerekir (34). 

 

4.4. Doku Faktörünün Genetiği 

TF geninin lokalizasyonu kromozom üzerinde 1p21-p22 bölgesindedir. 

TF’nin DNA sekuensi 6 ekson ve 5 introndan oluşur ve yaklaşık 13 kb 

uzunluğundadır. Birinci ekson sinyal peptidini kodlar. 2, 3, 4 ve 5. eksonlar 

ekstraselüler kısmı kodlar, 6. ekson trasmembran ve sitoplazmik kısmının 

kodlayıcısıdır. Ayrıca 6. Ekson doku faktöründe 3
’
-UTR denilen translasyona 

uğramayan bölgeyi kodlar. TF genin promotor bölgesi -383 ve -121 baz çifti (BP) 

arasındadır (28). 

 

4.5. Doku Faktörünün Bulunduğu Yerler 

TF hücrede transmembran protein olarak bulunur. Önceki yıllarda TF’nin 

sadece ekstravasküler dokularda makrofajlar, monositler ve fibroblastlar tarafından 
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eksprese edildiği kabul edilirken daha sonraki çalışmalar dokuların farklı 

bölgelerinde TF ekspresyonunun olduğunu göstermiştir. 

Sağlıklı insanların plazma ve serumunda ölçülebilecek miktarlarda inaktif 

olarak bulunan TF, çeşitli ajanların etkisi ile ve patolojik durumlarda değişim 

gösterir. Kanamanın çabuk durdurulması için beyin, akciğer, miyokardium, plasenta 

ve uterusda doku faktörünün fazla olduğu düşünülmektedir. TF’nin olduğu dokularda 

ekstrensek yolla, olmadığı dokularda ise intrensek yolla kanama durdurulur. Bu 

bilgilere dayanarak dokuya spesifik hemostazın olduğu anlaşılmaktadır (28). Çeşitli 

dokuların TF aktivitesi aşağıdaki tablodaki gibidir. 

 

Tablo 4.5. Çeşitli dokularda doku faktörü ekspresyonu. (-) yok, (+) zayıf aktivite, (+ +) orta 

aktivite, (+ + +) güçlü aktivite, (D) değişebilen aktiviteyi gösterir (12).  

Deri Epidermis (+++) 

 Dermis (-) 

Barsak Mukoza (+++) 

 Submukoza (-) 

 Muskularis D(+) 

Damarlar İntima (-) 

 Media D(+) 

 Adventisya (++) 

 Kapiller (-) 

Kalp Miyokard (+++) 

 Endokard (-) 

 Kardiak kapaklar (-) 

Akciğer Bronşial mukoza (++) 

 Bronşial submukoza (-) 

 Alveolar septae (+) 

 Alveolar epitel hücresi (++) 

 Alveolar makrofaj D(+) 

Beyin Meninges (+) 

 Serebral korteks (+++) 

Böbrek Glomerüller (+++) 

 Tubuler (-) 

 İnterstiyum (-) 

Dalak Kapsul (++) 

 Trabekul (+++) 

 Splenic cord (-) 

 Limhoid yüzeyler (-) 

Karaciğer Hepatositler (+) 

 Kupfer hücreleri (-) 

 Safra yolu epiteli (-) 

Adrenal glands Korteks (-) 

 Medulla (+) 

Periferal sinir Schwan hücreleri (++) 

 Aksonlar (-) 

İskelet kası Miyosit (-) 

 Perimisyum (-) 
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4.6. Doku Faktörü İnhibitörü 

Doku faktörü yolu inhibitörü (TFPI) kılcal damarların endotel hücrelerinde 

sentezlenen bir proteaz inhibitördür ve TF’nin düzenleyicisidir. TFPI’nin etkilediği 

başlıca molekül FXa ve FVIIa/TF kompleksidir. TFPI yaşam için gereklidir çünkü 

TF’nin aşırı uyarılması yaygın damar içi pıhtılaşması sendromunda olduğu gibi 

yaygın trombotik tıkanmalara neden olacağından TF’nin kontrolü sağlanmalıdır. 

TFPI dörtlü kompleks (TFPI, TF, VIIa, Xa) oluşturarak TF, FVIIa ve FXa’ yı inhibe 

eder. Bu kompleksin oluşması için kalsiyum iyonları ve anyonik fosfolipid membran 

gereklidir (28,51). 

 

4.7. Doku Faktörünün Trombofilideki Rolü 

Trombofili pıhtıyı (trombusu) seven anlamında kullanılan bir terimdir. 

Trombus oluşumunu tetikleyen TF’nin kanda artması trombofilinin başlıca nedenidir. 

Önceleri kanın damar duvarındaki doku faktörüne maruz kalması trombus için 

önemli bir risk kabul edilirken günümüzde kan veya plazma kökenli TF’nin 

dolaşımda bulunması tromboza neden olan etken olarak kabul edilir. TF 

ekspresyonunun artışı aterosklerozun başlıca nedenidir. Koroner kalp hastalıklarında 

TF antijeninin arttığı görülmüştür. Dolaşımdaki doku faktörü miktarı ve aktivitesinin 

diyabet, hiperlipidemi, ateroskleroz ve sigara içenlerde arttığı bildirilmiştir 

(28,38,52-54). 

TF, trombositler ve megakaryositler tarafından da ekspresse edilir. 

Trombositlerdeki TF varlığından sorumlu olduğu düşünülen ana mekanizma TF 

pozitif mikropartiküllerin bulunmasıdır. TF, megakaryosit olgunlaşmasını 

karakterize eden ve fonksiyonel olarak aktif olan ve trombin oluşumunu 

tetikleyebilen yeni salınan trombositlerin bir alt kümesine aktarılmış olan, endojen 

olarak sentezlenmiş bir proteindir (55). 

TF artan ekspresyonu trombik olayları teşvik eder. Son zamanlarda tromboz, 

bağışıklık, sinyal transdüksiyonu, yara iyileşmesi, inflamasyon, hücre çoğalması, 

anjiyogenez, kanser, tümör metastazısı ve büyümesinde TF’nin rolü olduğu 

bildirilmiştir. Hücre kaynaklı mikropartiküller koagülasyon ve inflamasyona destek 

olduğundan aterogenezle ilgili olduğu ve bu yüzden Tip 2 diyabetin ateroskleroz ile 
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ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Burada TF ve mikropartiküller metabolik 

sendromun bileşenleri ile ilişkilidir, koagülasyon ile değil (56-59). 

Günümüzde koagülasyon-inflamasyon olaylarında, ekstrensek ve intrensek 

koagülasyon mekanizmasının tetikleyicisi olan TF arteriyel tromboembolinin başlıca 

sorumlusu olarak kabul edilir (60-62). Koroner kalp hastalıklarında TF artar. 

Aterosklerozda TF aterosklerotik plaklardaki makrofajlardan türeyen köpük 

hücrelerinde eksprese edilir. Plak yırtılması sonucunda açığa çıkan TF miyokard 

infarktüsünün başlıca nedenidir (29,38,52). 

 

4.8. Doku Faktörünün Koroner Arter Hastalığındaki Rolü 

Günümüzde TF, akut koroner sendromunun önemli bir trombus ajanı olarak 

kabul edilir. TF, aterosklerotik plak içeren bütün hücresel elementlerde ortaya 

çıkarılabilir. Aşağıdaki şekilde aterosklerotik plak içinde özel boyası ile boyanan TF 

molekülleri görülmektedir. 

 

 

      

      Şekil 4.8. Doku faktörünün aterosklerotik plak içinde görünüşü (52).  

 

Normal şartlarda damarın mediasında TF az miktarda eksprese edilirken 

damar hasarında artmaya başlar. Bazı interlökinler, endotoksinler, trombin, TNF, 

serbest oksijen radikalleri, forbol esterleri, immun kompleksler, ilerlemiş 

glikozilasyon ürünleri, CD40’ ın ligantına bağlanması gibi çeşitli etkenlerle de TF 

modüle edilir (63-68). 

TF’nin sinyal iletiminde etkin olduğunun anlaşılmasıyla birlikte, sinyal 

iletiminde etkin olan nükleotidlerle de ilişkisi araştırılmıştır. Özellikle kardiovasküler 
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sistemdeki etkileri üzerinde çalışmalar yapılmış ve koroner arterlerdeki endotel 

hücrelerindeki TF’nin ekspresyonunun bir nükleotid reseptör aracılığı ile 

gerçekleştiği bildirilmiştir (64). Araştırıcılar P2Y reseptörlerinin TF up-

regülasyonunda etkin olduğunu ve bu yolun baskılanması ile TF’nin trombus yapıcı 

etkisininin azalacağını ileri sürmüşlerdir (69). 

Endotel hücreleri normalde TF ekspresyonu yapmazlar. Endotel 

disfonksiyonu olduğunda hücre yüzeyinde TF belirir. TF kanda dolanmakta olan 

FVII için güçlü bir kofaktör ve reseptördür. Bundan dolayı endotel disfonksiyonu 

yapan ajanlar (hiperlipidemi, özellikle LDL-C) TF’nin hücre yüzeyinde görünür 

(69,70). 

Hiperlipidemide kandaki TF değeri ve karaciğerdeki TF aktivitesi artar, bu da 

trombus lehine bir bulgudur (71,72). Fregula ve ark. (73) özellikle akış hızı yüksek 

olan damarlardaki hasarda TF’nin trombus oluşumunu hızlandırdığını bildirmişlerdir. 

TF ekspresyonunun ve dolaşımdaki varlığının kontrolü çok iyi yapılmakta 

fakat bu kontrol mekanizmalarının nasıl olduğu iyi bilinmemektedir. FVII 

aktivasyonunda plazmadaki lipoproteinlerin etkin olduğu ve TF ile FVII 

aktivasyonunun ayrı olduğunu bildiren çalışmalar vardır (74). 

Pan ve ark. (75) TFPI’nün aşırı ekspresyonu ile kan kolesterolunun aşırı 

yükselmesinin önlendiğini bildirmişlerdir. Bu etki, uzun zamanda aterosklerotik plak 

oluşumunda azalma olacağını düşündürür. 

Silveira ve ark. (69) hiperlipemide FVII ve FIX aktivasyonunda artış olduğu 

halde, FXII aktivasyonunda artış olmadığını bildirmişlerdir, ayrıca FXI ve FIX eksik 

hastaların postprandial FVII aktivasyonunda artış olmadığını fakat FXII eksik 

hastalarda postprandial FVII aktivasyonunda artış olduğunu göstermişlerdir. 

Mayer ve ark. (76) plazma lipoproteinlerinin özellikle çok düşük dansiteli 

lipoprotein (VLDL)’nin in vivo olarak TF ve FVII aktivitesini başlattığını, 

protrombinaz kompleksinin fonksiyonlarını da hızlandırdığını bildirmişlerdir.  

Plazmadaki FVII’nin koagülan aktivitesinde, triaçilgliserollerden zengin 

şilomikron ve VLDL arasında pozitif korelasyon olduğu (77), vitamin K’ya bağımlı 

pıhtılaşma faktörleri ile, plazmadaki VLDL arasında ilişki olduğu gösterilmiştir (42). 
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Tablo 4.8. Bazı hücrelerde TF sentezini aktifleştiren ve inhibe eden moleküller (28).                       

Hücre tipi Aktivatörler İnhibitörler 

Endotel hücreleri TNF-α 

Endotoksin lipopolisakkarit 

(LPS) 

VEGF 

TGF-β 

Trombin 

o-LDL 

Forbol esterleri 

Heparin bağlı büyüme faktörü 

Artan cAMP (forskolin, dibutyryl 

cAMP) 

Düz kas hücreleri PDGF 

Trombin 

Angiotensin II 

MCP-1 

Serum 

Forbol esterleri 

 

Monosit/Makrofaj Endotoksin lipopolisakkarit 

VEGF 

İmmun kompleksler 

o-LDL 

T lenfositler ve ürünleri 

(örn:CD40) 

Forbol esterleri 

TGF-β 

Artan cAMP 

Salisilatlar 

Fibroblastlar TGF-β 

Serum 

PDGF 

IL-4,10,13 

 

 4.9. Doku Faktörü İnflamasyon ve Sitokin İlişkisi 

Sitokinler, TF ekspresyonunu arttırarak prokoagulant aktivite sağlarken diğer 

taraftan da trombomodulin/ProteinC antikoagulant yolunu inhibe ederler ve doğal 

antikoagulant sistemini baskılarlar. Endotoksin ve TNF-α gibi inflamasyon 

belirteçleri kan hücreleri üzerindeki TF ekspresyonunu sağlarlar. TF kan 

hücrelerinde özellikle monositlerde bulunur ve endotoksinlerle, komplement 

aktivasyonu ile, C- Reaktif Protein (CRP) ile, veya TNF-α gibi enflamatuar 

sitokinlerin etkisi ile açığa çıkar. Damar içindeki hücreler özellikle monositler kanda 

mikropartikül halinde dolaşan TF’nin kaynağıdır. İnflamatuar sitokinler TF 

ekspresyonunu arttırarak kanda trombus oluşumuna neden olurlar (68,78-82). 

 

4.10. Doku Faktörü Sepsis ve İnflamasyon İlişkisi 

Sepsis (Septisemi, Kan zehirlenmesi), enfeksiyona verilen sistemik yanıt 

sonucu gelişen inflamasyon ve koagülasyonla karakterize klinik bir tablodur, kana 

bakteri ya da toksin karışmasıdır. 
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Gram negatif bakteriler ile oluşturulan deneysel sepsislerde TF salınımının, 

prokoagülan TF’nin ve TF/FVIIa kompleksinin arttığı görülmüştür. Monositler, 

Neisseria Menengitis sepsisi olan hastalarda TF salınımını arttırır. Hastalığın 

ciddiyeti TF düzeyleri ile orantılıdır. Sepsisin ilerlemesinde TF/FVIIa tarafından 

başlatılan koagülasyon kaskadının önemli olduğu düşünülmektedir (30,81,82). 

Bakarewa ve ark. (83) TF’nin güçlü bir inflamatojenik ajan bildirmişlerdir. 

TF bunu monosit ve içindeki kemokinleri salgılatarak yapar. 

İnfluenza gibi virüsler, monositlerde ve endotel hücrelerinde TF 

ekspresyonunu tetikler ve koagülasyon kaskadını etkinleştirir ve bu da DIC'e neden 

olabilir. İnfluenza A/H1N1 aynı zamanda trombositleri aktive eder ve 

mikroveziküllerin salınımını indükler (84). 

Son yıllarda TF ile ilgili önemli diğer bir bulgu da kanda ölçülebilecek 

miktarda TF’nin bulunuyor olmasıdır. Bu bulgu, 1990’lı yılların sonunda farklı 

araştırıcılar tarafından “blood borne TF-kan kaynaklı TF” ya da “circulating TF-

dolaşan TF” adı ile bildirilmiştir (85). Eskiden kanda TF bulunmadığı düşünülürdü. 

Butanos ve ark. (34) sağlıklı insanların kanında dolanan TF miktarının koagülasyonu 

etkileyemeyecek kadar düşük olduğunu söylemişlerdir. Bazı araştırıcılara göre 

dolanan TF oluşan pıhtının kenarına tutunmaktadır (86). Ancak ne amaçla tutunduğu 

anlaşılmamıştır. 

Mikropartiküller (MPs) monosit, apoptoz uygulanan hücreler ve tümör 

hücreleri gibi aktive hücreler tarafından salınan küçük zar vesikülleridir. Tam 

uzunluktaki doku faktörü (flTF), FVII / VIIa için bir transmembran reseptör olup, 

sağlıklı bireylerin kanlarında esasen saptanamaz. Bu hastalık durumunda plazmadaki 

aktif flTF'nin çoğunluğu, MPs üzerinde bulunur (87). 

Sirozlu hastalar dolaşımdaki MP TF aktivitesinde artışa sahiptir ve bu da bu 

hastalarda pıhtılaşma ve trombozun aktivasyonuna katkıda bulunabilir (88). 

Kanser gelişiminde ve yayılmasında doku faktörünün rolü iyi belirlenmiştir. 

Dolayısıyla, endotel hücrelerinin yaşlanmasının ardından TF'yi indükleme 

kabiliyetlerini kaybetme bulgusu, yaşlanma programının ek ve yeni bir anti-kanser 

mekanizması olduğunu düşündürmektedir (89). 

Mikropartiküller (MPs) küçük prokoagulant membran veziküllerdir. Farklı 

protrombotik koşullarda yükselmiş TF taşıyan MPs'ler bulunur ve MP-birleşmişTF 
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aktivitesinin, sebepsiz derin ven trombozu (DVT) patogenezine etkisi olabileceği 

düşünülmüş ancak TF taşıyan MPs'lerin, sebepsiz DVT patogenezinde belirleyici bir 

rol oynamadığı görülmüştür (90). 

TF ekspresyonu, inflamatuvar aterosklerotik plaklarda trombojenikliğe bağlı 

olarak artar. Kan yoluyla taşınan TF'nin trombojeneze katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir. Birkaç çalışmada dolaşımdaki TF düzeyleri ile inme arasındaki ilişki 

değerlendirilmiştir. Dolaşımdaki yüksek TF düzeylerinin iskemik inmeler için 

potansiyel risk faktörleri olduğuna dair kanıtlar vardır (91). 

TF, hücre dışı alanda iki disülfid içerir. TF disülfidlerinin (alkilasyonlu ya da 

alkilasyonsuz) redüksiyonu, membrana bağımlı FX aktivasyonu ve membrandan 

bağımsız sentetik substrat hidrolizinde FVIIa katalitik fonksiyonunun TF 

düzenlenmesini ortadan kaldırır (92). 

Anjiyogenezin yanı sıra eklem içindeki pannus oluşumu da romatoid artritin 

(RA) patolojik sürecinde, eklem kıkırdağı ve kemiğin erozyonunda önemli bir rol 

oynamaktadır. TF, RA'nın pannus oluşumunda da rol oynar (93). 

TF, doğuştan gelen bağışıklık ve sepsiste önemli rol oynamaktadır. TF 

sepsisdeki intravasküler pıhtılaşmada önemli bir başlatıcı bileşen olup, uzun 

pentraxin3 (PTX3), TF'nin lipopolisakarit (LPS) tarafından başlatılmış 

transkripsiyonunu arttırır. LPS ve E. coli koagülasyon sistemini TF'nin tamamlayıcı 

ve CD14'e bağımlı bir üst regülasyonu ile aktive ederek protrombin aktivasyonunu 

başlatır (94). 

Kalp yetmezliği (Heart failure (HF)), kalbin vücudun dokularına yeterince 

kan temin edemediği bir kardiyovasküler hastalıktır. Pıhtılaşma sisteminin harekete 

geçirilmesi, hastalığın seyrini ciddi şekilde zorlaştıran tromboembolik olaylarla 

sonuçlanır. İnflamasyonun neden olduğu pıhtılaşmada en önemli rolü TF oynar. 

Anjiyojenez, hücre göçü, hücre dışı matris regülasyonu ve inflamasyon gibi birçok 

pıhtılaşma dışı aktivitede de yer alır. Endotokseminin deneysel modellerinde anti-TF 

antikorları kullanılarak TF engellendiğinde, iltihabın neden olduğu koagülasyon 

tamamen inhibe edilebilir. Benzer şekilde, TF'nin bloke edilmesi, reperfüzyon 

sırasında tavşan kalplerinin iskemik alanında kan akışını geliştirmiştir. Dilate 

kardiyomiyopati ve hipertansif kalp hastalığı olan hastalardaki azalmış kardiyak TF 

ekspresyonu geliştiği gösterilmiştir. İskemi ve iskemi-reperfüzyon koşulları TF 
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ekspresyonunu tetikler. insan koroner arter endotel hücrelerinin, çok düşük 

seviyelerde TF ifade ettiği gösterilmiştir (95). 

 

4.11. Doku Faktörünün Sinyal İletimindeki Rolü 

TF iki ayrı mekanizma aracılığı ile hücresi sinyalinde yer almaktadır: 

1. Doku Faktörünün sitoplazmik etki alan üzerinden proteoliz bağımsız sinyal 

gönderir (sinyali iletmek için filamin 1 içeren hücre içi bir bağlantı sağlar) 

2. FVII'nin aktivasyonunu yoluyla proteoliz bağımlı sinyal, bu sinyal proteaz 

tarafından aktive edilen reseptörleri aktive eder ki bu da bir çok yolu etkiliyebilir (7). 

TF’nin sitoplazmik bölgesinin fosforilasyona uğramasıyla TF-FVIIa-FIXa, 

koagulasyonun çeşitli kademelerinde PAR1 ve PAR2’yi aktifleştirir. TF-FVIIa 

kompleksi hücre içindeki sinyalizasyonu ya trombin üzerinden ya da doğrudan 

hızlandırır (73,96). 

 

4.12. Doku Faktörünün Kanserdeki Rolü 

Pıhtılaşma sistemi aktivasyonunun tümör anjiogenezini kolaylaştırdığı 

düşünülmektedir. TF, koagülasyon sisteminin başlatıcısı olduğundan bu hipotezlerin 

merkezindedir. Bir tümörün büyüyebilmesi için, anjiogenezin (yeni damarların 

oluşması) indüklenmesi gerekir. Bunun için, endotelyal hücrelerdeki proanjiogenik 

ve antianjiogenik faktörler arasındaki denge değişmelidir. TF bu dengeyi ayarlar. 

Birçok tümörde TF salınımı görülür. Tümör hücreleri monosit, makrofaj veya 

endotelyal hücreler gibi konak hücreleri ile birlikte TF salınımını arttırır. Bazı 

çalışmalarda, tümör hücre membranının TF’sinin metastazı arttırdığı görülmüştür 

(30,37,97-100). 

 

4.13. Pıhtılaşma Yolaklarında Lipitler 

Hemostatik sistemin her kademesinde lipitlerin özellikle fosfolipitlerin 

önemli roller vardır. 1965 yılında Hecht tarafından yapılan çalışmayla lipidlerin kan 

pıhtılaşması üzerindeki etkileri yoğun bir araştırma konusu olmuştur. Lipidler 

protrombin aktivasyonunun intrensek ve ekstrensek yollarında önemli bir rol oynar. 

(101,102). 
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4.13.1. Fosfolipidler 

Hücre membranlarının yapısındaki temel lipid türü fosfolipidlerdir ve 

miktarları hücreden hücreye, alınan diyete ve çevreye göre değişir. Fosfolipidler, 

hidrofilik bir polar başa (fosfat grubu ve ona bağlı serin, etonolamin, kolin vs.) ve 

hidrofobik, non-polar iki hidrokarbon kuyruğa sahip amfipatik moleküllerdir. 

Fosfolipidlerin başlıca sentez yeri karaciğerdir. 

Fosfolipidler, fosfodiester bağı ile ya gliserole yada sfingozine bağlanırlar. 

Gliserol ve sfingozin alkol türevleridir. Fosfogliseridler, gliserolden türetilen 

fosfolipidlerdir ve bir gliserol omurgası, iki yağ asidi ve fosforillenmiş alkolden 

oluşurlar. Sfingomiyelinden türetilen fosfolipidler sfingomiyelinlerdir ve özellikle 

sinir hücre membranlarında bulunurlar (103-106). 

 

 

Şekil 4.13.1. Fosfolipidlerin sınıflandırılması. 

 

4.13.2. Fosfolipidlerin Fonksiyonları ve Pıhtılaşmadaki Rolleri  

Koagülasyon şelalesinin bazı faktörlerinin aktif hale gelmesi için 

fosfolipidlerle temas etmesi gerekir. Aktive parsiyel tromboplastin zamanı (aPTT) 

testi ile kontrol edilen intrensek yolda FX’un aktive olarak Xa’ya dönüştüğü aşamada 

Fosfolipidler 

Fosfogliseridler  

Fosfatidik asit ve bir 
alkolden oluşan bazı 

fosfolipidler: 

Fosfatidilkolin  

Fosfatidiletanolamin 

Fosfatidilserin  

Fosfatidilinositol 

Kardiyolipin  

Plazmalojenler Sfingomiyelin 

Fosfolipidlerin 
Sınıflandırılması 
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IXa ve VIIIa ile birlikte fosfolipidlere de ihtiyaç duyulur. Protrombin zamanı (PTZ) 

testi ile kontrol edilen ekstrensek yolda ise FVIIa, TF ile birlikte fosfolipidler de 

FX’un Xa’ya dönüştürülmesinde rol oynar. Ortak yolda protrombinin trombine 

dönüşmesi aşamasında da FXa aynı ekstrensek yolun son aşamasındaki gibi, hem 

doku faktörünün parçası olan hem de trombositlerden salınan fosfolipidlerle 

birleşerek, Ca
++

 varlığında FVa’ya bağlanır ve “protrombin aktivitörü” özelliği 

kazanır. 

Hemostaz fosfolipid bir yüzeyde gerçekleşir. Trombosit fosfolipidi birincil 

yer olarak hizmet eder. Trombosit membranlarının iç yüzeyinde bulunan 

fosfatidilserin, dış yüzeye geçerek protrombinaz enzim kompleksinin etkileşeceği bir 

platform oluşturur. Daha sonra TF ekspresyonunu ve adezyon moleküllerini aktive 

eder (106-112). 

 

4.14. Protrombin Zamanı Testi (PTZ) ve Önemi (26-29) 

Bu test ekstrensek sistemin göstergesidir ve TF kullanılarak yapılır. İn vitro 

şartlarda sisteme TF ve kalsiyum ilave edilerek ekstrensek sistem ile pıhtının 

meydana gelmesi ölçülür. Oral antikuagülanla tedavi edilen hastaların yegane takip 

testidir. Aşağıdaki şekilde protrombin zamanı ile ölçülen pıhtılaşma faktörlerinin 

akış şeması yani ekstrensek sistem görülmektedir.  

 

 

                                                 

 

Şekil 4.14. Protrombin zamanı testinde ekstrensek sistemde gerçekleşen reaksiyonlar. 
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Sağlıklı kişilerden alınan plazmalar kullanılarak dokuların tromboplastik 

aktiviteleri Quick metoduna göre tespit edilir. Tromboplastin kaynağı olarak doku 

ekstraktları kullanılır. 0.02M CaCI2 ilavesinden sonra fibrin oluşumu için geçen süre 

saniye olarak tayin edilir. Aktivite süre ile ters orantılı olarak değişir. 

Normal protrombin zamanı 11-16 saniye arasında değişir. Burada kullanılan 

tromboplastinin etkisi vardır. Kimi tromboplastinler çok aktif kimileri daha az 

aktifdir. Bu nedenle her laboratuarın kendi standardizasyonu çok büyük önem taşır. 

Quick’in bir safhalı protrombin zamanı çok kullanışlı testtir fakat kullanılan 

tromboplastinlere göre farklılık gösterdiği için bir standardizasyona gidilmiştir. 

ISI= International Sensitivity Index 

INR= International Normalized Ratio 

Protrombin zamanı değerleri laboratuvardan laboratuvara çok değişim 

göstermektedir. Bu nedenle yukardaki değerlerle bir standardizasyon getirilmiştir. 

Normal protrombin zamanı 12 saniye, hastanınki ise 24 saniye ise; bunların 

birbirine bölümü 24:12=2.0 eder. Yani sonuç oran olarak verilmiştir. Fakat aşağıda 

görüldüğü gibi, ISI katsayısı da hesaba katılır. 

INR= (Hasta PT/Normal PT) ısı 

ISI = Laboratuarın tromboplastini/Standart tromboplastin  

PTZ testi laboratuarlarda manuel olarak yapıldığı gibi, foto optik yöntemlerle 

de yapılır. 

Değişik kaynaklı tromboplastinlerin aktivitelerinin farklılığından 

kaynaklanan farklı sonuçları ve değişik değerlendirme sistemlerinin yarattığı 

karışıklıkları ortadan kaldırmak, özellikle oral antikoagulan tedavide belirli 

standratları sağlayabilmek için INR (uluslar arası normalleştirme oranı) sistemi 

kullanılmaya başlanmıştır. INR hasta protrombin zamanının normal kontrolun 

protrombin zamanı ile kıyaslanması ve bu değerin ISI (uluslararası duyarlılık 

indeksi) üssünün alınması ile hesaplanır. ISI ise laboratuvarın tromboplastininin 

standart tromboplastine oranlanması ile elde edilir. Hesaplanması karmaşık 

matematiksel işlemler ve geniş mukayeseli çalışmalar gerektirdiğinden bu değer 

tromboplastin ayıracını hazırlayan ticari firmalar tarafından bildirilir. Aşağıdaki 

tabloda protrombin zamanları ve INR değerleri görülmektedir. WH0 biyolojik 

standardlarına göre terapotik sınırlar 2-4 arasındadır. 
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Tablo 4.14. Protrombin zamanlarının değişik şekillerde ifadesi (29). 

PT 

Zaman 

PT 

Oran 

PT 

İndeks 

(%) Aktivite INR 

12 1.0 100 100 1.0 

13.2 1.1 91 74 1.2 

14.4 1.2 83 57 1.5 

15.6 1.3 77 48 1.8 

16.8 1.4 71 41 2.2 

18 1.5 67 35 2.7 

19.2 1.6 62 31 2.9 

20.5 1.7 59 28 3.4 

21.6 1.8 56 25 3.9 

22.9 1.9 53 23 4.4 

24 2.0 50 21 4.9 

25.5 2.1 48 20 5.5 

26.5 2.2 45 18.5 6.1 

27.6 2.3 43 17.4 6.8 

28.8 2.4 42 16.4 7.5 

30 2.5 40 15.4 8.2 

36 3.0 33 12 12.5 

 

4.15. Lipid ve Fosfolipid İnceleme Yöntemleri 

Bir karışımdan istenilen maddenin uygun bir çözücü ile çekilerek ayrılması 

işlemine ekstraksiyon (çekme, özütleme ile ayırma) denir. Bu bir saflaştırma değil 

ayırma yöntemidir. Ekstraksiyon hem laboratuvar çalışmalarında hem de ilaç, petrol, 

kozmetik, gıda gibi birçok endüstriyel alanda kullanılan bir ayırma işlemidir. 

Ayrılacak maddenin katı veya sıvı olmasına bağlı olarak sıvı-sıvı veya katı-sıvı 

ekstraksiyon metotlarından biri uygulanır ve ayırma gerçekleştirilir. 

Biz çalışmamızda bir sıvı-sıvı ekstraksiyonu olan Bligh ve Dyer (113) 

metodunu kullandık. Sıvı-sıvı ekstraksiyonu, homojen bir karışımdaki maddelerden 

birinin, uygun bir çözücü yardımıyla ayrılması işlemidir. Çözücü, ekstraksiyondan 

sonra bir ayırma hunisi yardımıyla çözeltiden ayrılır. Fazlar, net bir şekilde 

birbirinden ayrıldıktan sonra musluk açılır ve ayrılan maddeler farklı kaplara alınır 

(114). Ayırma hunisinde ayrılan fazlar aşağıda gösterilmiştir. 
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Resim 4.15. Ayırma hunisinde ayrılan fazlar. 

 

TLC bileşikleri ayırmak, karışımdaki bileşenlerin sayısını belirlemek, belli bir 

maddenin karışımda olup olmadığını anlamak, reaksiyonun yürüyüşünü kontrol 

etmek, kolon kromatografisi için uygun koşulu belirlemek, kolon kromatografisi ile 

ayırımı gözlemek, ürün saflığını kontrol etmek gibi amaçlar için kullanılan, çözücü 

gücü yüksek ve hızlı sonuç veren bir katı-sıvı adsorpsiyon kromatografisidir. Katı ve 

sıvı fazdan oluşan bu kromatografi yönteminde sabit faz katı, hareketli faz sıvıdır. 

Hareketli sıvı faz olarak hekzan, toluene, etil asetat, kloroform, aseton, metanol, 

asetik asit, su vs. gibi kimyasal çözücüler kullanılır. Sabit katı faz için silika jel 

(SiO2), alüminyumoksit (Al203), toz selüloz gibi maddeler kullanılır. Bu yöntemde 

etkin mekanizma adsorbsiyondur. Boyutları 5x10 ile 20x20 cm arasında değişen özel 

olarak hazırlanmış cam, alüminyum veya plastik levhalar kullanılır. Üzeri silika jel, 

alümina gibi adsorbanla kaplanmış olan bu plakalar hazır olarak satılabildiği gibi 

laboratuvarda da hazırlanabilir. Adsorblayıcı tabakanın kalınlığı yapılacak analizin 
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cinsine göre 0,25-2 mm arasında değişir. Laboratuvarda hazırlanan plakalar 

kullanılmadan önce 110
0
C’deki etüvde 1-2 saat kurutularak aktifleştirilir ve hemen 

kullanılır. Ayrılacak madde karışımının adsorban üzerine kapiller tüp ile 

damlatılmasına ekme işlemi denir. Düzgün ekme yapılabilmesi için başlangıç noktası 

ve uygulama noktaları kurşun kalemle yüzeyi zedelemeden hafifçe çizilir. Ekim 

yapılan plaka kurudukdan sonra, içinde hareketli faz olan tankın içine daldırılıp 

tankın kapağı kapatılır. Tankın içindeki hareketli faz miktarı uygulama noktasını 

geçmemeli, tank çözücü buharıyla doygun olmalıdır. Bunun için tankın bir kenarına 

süzgeç kağıdı yerlertirilebilir. Plaka tanka pens yardımıyla tek seferde yerleştirilmeli 

ve kapağı kapatılan tank hareket ettirilmemelidir. Kapiller etkisiyle hareketli faz 

plakanın üst kısmına geldiğinde (tepeye 0,5 cm kalmalı) plaka tanktan yine pens 

yardımıyla çıkartılır ve kuruması beklenir. Sonrasında yürütülen maddeler renkli ise, 

zonlar kurşun kalemle işaretlenir, renksiz ise zonlar görünür hale getirilerek 

değerlendirilir. Bunun için; UV ışık, iyodin buharıyla boyama (kahverengimsi renk 

oluşur), ninhidrin metodu (aminoasitleri pembe gösterir) gibi yöntemler uygulanır. 

TLC, hem nitel (kalitatif) hem de nicel (kantitatif) analizlerde kullanılmaktadır. 

Aşağıdaki şekilde TLC tankına yerleştirilen ekilmiş plakada maddelerin ayrımı 

görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.15. TLC’de maddelerin ayrılması. 

 

Ayrım, plakanın alt kısmına damlatılan karışımdaki maddelerin farklı hızlarla 

yukarı ilerlemesiyle sağlanır. Bu kromatografi türünde hareketli fazın sabit faz 
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üzerinden ilerleyişi, aşağıdan yukarı doğrudur. Çözücü, kılcallık (kapiller) etkisi ile 

TLC plakası üzerinde yürür. Yürüme hızı ayrılan maddenin, katı fazın ve çözücünün 

polaritesine bağlıdır. Yani karışım halindeki maddeler polarite farklarına göre 

birbirinden ayrılır. TLC’de katı faz çok polarken sıvı faz daha az polardır. Bu yüzden 

polar moleküller katı faza çok iyi tutunurlar. Hareketli faz o maddeleri fazla 

ilerletemediğinden bu maddeler hareketli fazın ilerlediği yöne göre geride kalırlar. 

Buna karşın nonpolar moleküller çok polar olan katı fazla temas etmediklerinden 

hızla hareket yönünde ilerlerler (115). 

Bu çalışmada polar ve çözünmeyen bir madde olan silika jel üzerine ekilen 

lipid ekstresinin, kimyasal çözücü karışımı ile doyurulmuş (hareketli faz) bir kapalı 

sistem içinde (TLC tankı) çözücünün kılcallık etkisiyle yukarıya doğru hareketiyle 

birlikte yürüyen lipidlerin yüklerine göre plak ekim yerinden farklı uzaklıklara göç 

etmesi sağlandı. Silika jel çok polardır ve polar lipidler silika jele sıkıca 

tutunduğundan fazla uzağa göç edemezler. Nötral lipidler ise ekim noktasından çok 

daha fazla uzağa göç ederler. 

Toplam fosfor miktarı Vanadomolibdofosforik asit yöntemine göre 

spektrofotometrik olarak tayin edilmiştir. Asidik şartlarda fosfor, amonyum molibdat 

ile reksiyona girerek vanadomolibdofosforik asit oluşturur. Oluşan asit vanadium 

artan konsantrasyonlarda sarı renk verir. Sarı rengin yoğunluğu numunede mevcut 

fosfat konsantrasyonu ile orantılıdır. Vanadomolibdofosforik sisteminin sarı renk 

oluşturmasının kesin yapısı bilinmemektedir, fakat renk oksivanadyum ve 

oksimalibdenum köklerinin PO4’ deki O ile yer değiştirmesiyle renk veren heteropoli 

bir bileşik meydana getirmesiyle ilgilidir. Metot uzun süredir biyolojik materyallerin 

analizinde kullanılmaktadır (116,117). 
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5. MATERYAL ve METOD 

 

5.1. Doku Faktörünün Elde Edilmesi ve Aktivite Tayini 

Cohen and Chargaff (118,119) ve Chargaff et al. (120) tarafından tarif edilen 

prensiple özetlenen metodla koyun ve kuzu akciğerlerinden ayrı ayrı doku 

tromboplastini ekstraktı, kuzu akciğerinden de saflaştırılmış doku tromboplastini 

hazırlandı. Aşağıda tarif edilen bu metodlar diğer dokularda da kullanılabilir. 

 

Kullanılan Kimyasal Maddeler 

% 0.9’luk NaCl 

Borat tamponu (pH 8.6, iyonik güç:0.15) 

Borat tamponu (pH 8.6, iyonik güç:0.15) hazırlanması: 0.05 M sodyum tetraborat 

(12.367 g H3BO3 üzerine 100 mL 1 N NaOH çözeltisi eklenip, son hacim 1 L'ye saf 

su ile tamamlandı). 

 

Akciğer’den elde edilen tromboplastin ekstraktı (kuzu, koyun) 

1. Taze kesilen henüz doğal sıcaklığını kaybetmemiş kuzu ve koyun akciğerleri buz 

kabı içinde laboratuvara getirildi. İkisi de ayrı ayrı çalışıldı. Trakea, bronş ve büyük 

ana kan damarlarından temizlendi. Damarlarından ve diğer oluşumlardan ayrılan 

akciğer dokusu makasla yaklaşık 1cm’lik parçalar halinde kesilerek buz kabında 

toplandı ve akan musluk suyu altında yıkandı. 

2. Yıkanmış akciğer darası alınmış bir beher içinde tartıldı ve homojenizatörde 

homojenize edildi. Lipid analizi için 20 gr. koyun, 20 gr. kuzu homojenizatı ayrı ayrı 

+4
0
C’lik buzdolabına konuldu. 

3. Ağırlığı kadar %0.9 luk NaCl çözeltisi ilave edilerek iyice karışması için bir kere 

daha homojenize edildi. 

4. 200ml’lik bir mezura konulan homojenata uzun bir cam baget yerleştirildi ve 

karıştırılmaya başlandı. 10 dakika yavaş yavaş karıştırıldı. Daha sonra bu homojenat 

içindeki cam baget ile +4 °C'deki buz dolabına yerleştirildi. 20 dakika ara ile 5 

dakika karıştırmaya 4 saat boyunca devam edildi ve daha sonra 24 saat buzdolabında 

bekletildi. 
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5. 24 saat buz dolabında karıştırmadan bekletilen süspansiyon ertesi gün son kez 5 

dakika karıştırıldıktan sonra 4 katlı gazlı bez yerleştirilmiş bir huniden süzüldü. 

6. Çökelti atıldı ve süpernatant kısmı eppendorf tüplerine yerleştirildi. 

Süpernatant kısmı taze akciğer doku tromboplastin ekstraktıdır ve aylarca -20°C'de 

saklanabilir. Kullanılacağı zaman oda sıcaklığında eritilir ve yeniden homojenize 

hale getirilir. Bakteri üremesini engellemek için koruyucu olarak %0.5'lik fenol 

konsantrasyonu ilave edilebilir. +4°C'de fenol ile depolandığında, aktivitesi en az bir 

ay süreyle stabil kalır. 

Elde edilen her iki tromboplastin ekstraktından (koyun ve kuzu) PTZ testi çalışıldı. 

Kuzu ekstraktının 80 gr’mı liyofilize edildi geriye kalan koyun ve kuzu ekstraktları 

daha sonra PTZ testinde kullanılmak üzere -20
o
C’de saklandı. 

 

Akciğer Tromboplastini (kuzu) 

Kuzu akciğerinden, akciğer tromboplastini izole edildi (118,119,120). 

Akciğer tromboplastini, tromboplastin ekstratının saflaştırılmasıyla elde edilir. Bu 

prosedür aşağıda tarif edildiği gibidir. 

1.  Akciğer tromboplastin ekstratının (kuzu) hazırlanması için yukarıdaki ilk dört 

adım (1-4 adımlar) takip edildi. 

2. Bu süspansiyon gazlı bez ile süzüldü ve filtrat 3 defa 2700xg’de (4°C) 45 dakika 

santrifüj edidi. 

3. Kırmızımsı ve bulanık süpernatant, ultrasantrifüjde 30000xg’de (4°C) 25 dakika 

santrifüj edildi. 

4. Süpernatant atıldı ve çöken miktarın 3 katı kadar borat tamponu (pH 8.6, ionic 

güç:0,15) ile çözdürüldü. Tekrardan ultrasantrifüjde 30000xg’de (4°C) 25 dakika 

santrifüj edildi. 

5. Süpernatant atıldı ve çökelti daha önce olduğu gibi aynı miktarda borat 

tamponunda çözüldü. 

6. Çözünmemiş partiküllerin bertaraf edilmesi için, malzeme 5000xg (4°C) 20 dakika 

süreyle santrifüjlendi. 

7. Süpernatant alınarak bir kez daha ultrasantrifüjle 25 dakika boyunca 30000xg 

santrifüjlendi. 
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8. Çökelti çözünmemiş parçacıklarının temizlenmesi için tekrar aynı miktarda borat 

tamponunda çözüldü ve 20 dakika boyunca 5000xg’de santrifüj edildi. 

9. Süpernatant berrak ve renksiz hale gelene kadar 4 kez dönüşümlü olarak yüksek 

ve düşük hızda santrifüjlendi. 

10. Son çökelti borat tamponu (pH 8.6, iyonik güç 0.15) içinde eritildi (su 

kullanılarak da çözünebilinir) ve PTZ analizi için kullanıldı. Kalan kısmı -80
0
C’de 

saklandı. 

 

Doku Faktörü Aktivitesi Tayini 

Akciğer dokusundan elde ettiğimiz homojenatlar TF aktivitesi tayininde TF 

kaynağı olarak kullanıldı. Aktivite Quick’in ‘tek basamaklı protrombin zamanı testi’ 

ile TF’nin eşit miktarda plazma ve 0.02M CaCI2 ile karıştırılması sonucu pıhtı 

oluşumu için geçen sürenin (sn) ölçülmesi şeklinde yapıldı. Pıhtının oluşum süresi 

TF aktivitesi ile ters orantılı oldundan sürenin uzaması azalmış TF aktivitesinin 

göstergesidir. 

 

Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Trombositten fakir plazma (sitratlı plazma): Bunun için sağlıklı kişiden sitratlı kan 

(9ml kan + 1 ml % 3.8’lik sitrat) alınarak plazması ayrılır. Biz mavi kapaklı sodyum 

sitratlı tüpe kan alıp 1500 x g’de 15 dakika oda ısısında santrifüj ederek trombositten 

fakir plazma plazma elde ettik. 

 

Tromboplastin: Elde ettiğimiz tromboplastin ekstraktı kullanıldı. 

 

CaCl2 Hazırlanması: 

Stok CaCl2 Çözeltisi (0.2 M): 100 ml çözelti için, 2.22 g CaCI2 biraz dH2O ile 

çözülür ve toplam hacim dH2O ile 100 ml ye tamamlanır. 

 

Seyreltik CaCl2 Çözeltisi (0.02 M): 1 ml stok kalsiyum klorür çözeltisi üzerine 9 ml 

dH2O konur ve karıştırılır. 37
o
C’de tutulur (taze hazırlanır). 
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Tablo 5.1. Protrombin zamanı testi 37 
o
C lik su banyosunda aşağıdaki gibi çalışılır. 

 Deney Tüpü İçine 

Doku Homojenatı 0.1 ml 

                                 2 dakika inkübe edilir. 

Plazma 0.1 ml 

                      Karıştırılır ve 1-2 dakika inkübe edilir. 

0.02 M’lık CaCI2 Çözeltisi 0.1 ml 

Karıştırılır, pıhtı oluşumu için geçen süre kronometre ile tayin edilir. 

 

5.2. Liyofilizasyon 

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma), bir solüsyonun içinden suyun alınarak 

kuru maddenin ortaya çıkarılmasıdır. Kuru madde solüsyondan çok daha stabildir. 

Solüsyon içerisindeki su çıkarıldığı için materyal fazla yer kaplamaz ve artan kuru 

madde etkinliğini kaybetmez. Bu yöntemle, solüsyon ilk önce -40 ila -50 °C’ye kadar 

soğutulur ve vakumlandıktan sonra yavaşça ısıtılarak buzun buhara dönüşerek suyun 

solüsyondan ayrılması sağlanır. Bu işleme süblimasyon denir. 

Liyofilizayson işlemi, genellikle ilaç üreticileri tarafından aşı ve enjeksiyon 

ilaçları gibi ürünlerin raf ömrünü uzatmak amacıyla kullanılır. Maddeden suyun 

ayrılması ile ürünün saklanması ve nakledilmesi çok daha kolaylaşmakta ve sonradan 

tekrar orijinal formunu kolayca alabilmektedir. 

 

Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Sıvı nitrojen 

 

Metod 

Elde ettiğimiz tromboplastin ekstraktının (kuzu) 80gr.’mı 2’ye bölünüp 

plastik beherlere alındı. 1. beherdeki tromboplastin ekstraktı sıvı nitrojen ile toz 

haline getirilerek, 2. beherdeki ise direk olarak Labconco FreeZone Stoppering Tray 

Dryer marka liyofilizasyon cihazına konuldu. 

1. beherdeki tromboplastin ekstraktının toz haline getirilmesinde şu prosedür 

izlendi; porselen havana biraz sıvı nitrojen dökülüp soğuması sağlandı, buharı 

uçunca tromboplastin ekstrasktı eklendi ve tekrar sıvı nitrojen dökülüp ezildi. 
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Böylece 1. beherdeki tromboplastin ekstraktı toz haline getirildi. Burada önemli olan 

çalıştığımız bütün malzemenin önceden sıvı nitrojenle soğutulmasıdır. Liyofilize 

edilmiş tromboplastin ekstraktları +4
0
C’lik buzdolabına konuldu. 

 

5.3. Lipid Ekstraksiyonu 

 

Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kloroform                                             Metanol 

%4’lük CaCl2                                        Azot gazı 

 

%4’lük CaCl2 hazırlanması: 0.8 gr CaCl2 tartılarak distile suyla 20 ml’ye 

tamamlandı. 

 

Metod 

Bir sıvı-sıvı ekstraksiyonu olan Bligh ve Dyer (113) metoduyla lipidler 

ekstrakte edildi. Lipid analizi için +4
0
C’lik buzdolabında sakladığımız 20 gr. koyun 

ve kuzu örnekleri alındı ve ikisi de ayrı ayrı çalışıldı. 100 ml metanol/kloroform (1/2) 

ile birlikte homojenize edildi. Homojenizat 20 ml metanol-kloroform ile yıkama 

yapılarak bir balon joje içerisine filtre kağıdı ile süzüldü ve süzüntüye 20 ml %4’lük 

CaCl2 ilave edilerek balon jojenin kapağı kapatıldı. 1 gece +4
0
C’lik buzdolabında 

bekletildi. Ertesi gün faz oluşumu gözlemlendi. İçerik ayırma hunisine alınarak alt 

faz darası alınmış bir balon jojeye alınıp, hem üst fazda hem de alt fazda PTZ testi 

çalışıldıktan sonra üst faz atıldı. Alt fazda bulunan lipid ekstraktının çözücüsü azot 

buharı altında uçuruldu ve tartıldı. Böylece gravimetrik olarak total lipit miktarı 

tesbit edildi. Kuzu akciğerinden elde edilen lipid ekstraktı kullanılarak İnce Tabaka 

Kromatografisi (TLC) ile fosfolipidler belirlendi. 

 

5.4. İnce Tabaka Kromatografisi 

 

Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Rotary evaporator (Heidolph) 

Silika Jel Kaplı Alüminyum Tabaka (Silica Gel 60 F254 Merck) 
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Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kloroform (Merck)                           Metanol (Merck)                   Trietilamin (Merck) 

Fosfolipid standartları (Sigma)         Distile su                               Azot gazı              

 

Serik sülfat belirtecinin hazırlanması: 2 gr. seryum (IV) sülfat tetrahidrat 100 ml 

%10’luk H2SO4’de çözüldü. 

 

Metod 

Akciğer lipid ekstraktlarından fosfolipid franksiyonlarının ayrılması için TLC 

yöntemiyle total fosfolipid ve fosfolipid fraksiyonları yapıldı. Bunun için Merck’in 

20X20 cm ebatlarında hazır silika jel plakları kullanıldı. Önceden azot gazı altında 

çözücüsü uçurulan kuzu lipid ekstraktının üzerine 5 ml kloroform: metanol (2:1) 

karışımından ilave edildi. TLC plakaya alt kenarından 2 cm yükseklikte ekim yapıldı. 

Fosfolipid standartları 40’ar mikrolitre kapiller tüp kullanılarak birbirinden 1 cm 

aralıklı olacak şekilde, lipid ise preparatif olarak ekildi. Plak dışarıda bir müddet 

bekletmek suretiyle kloroform:metanol karışımı kurutuldu. Ekim yapılan plak 

önceden içine kloroform-etanol-su-trietilamin (30:35:7:35) konarak 1.5 saat 

bekletilen ve böylece solventle doygunluğa ulaşması sağlanan TLC cam tankına 

ekim yapılan taraf altta kalacak şekilde yerleştirildi ve kapağı kapatıldı (121). Tankın 

içi iyi bir satürasyon elde etmek için süzgeç kağıdı ile kaplanmıştır. Solvent yaklaşık 

0.5-1 cm olacak şekilde tanka konulmuştur. Plağın göçtürülme işlemi, yaklaşık tüm 

plak ıslanıncaya kadar 45 dakika sürdü. Plak tanktan çıkartılarak kurumaya bırakıldı 

ve ikinci defa tankın içine kondu. Böylece fosfolipidler ekim noktasından yukarı 

doğru yürüyerek daha iyi ayrıldı. Sonra plak tanktan çıkartılarak kurumaya bırakıldı 

ve çözücüsü böylece uçuruldu. Fosfolipid standartlarının olduğu kısım makasla 

kesildi, üzerine serik sülfat belirteci pulvarizatör kullanılarak püskürtüldü ve 

manyetik karıştırıcının üzerine konularak ısıtıldı. Böylece renklerin belirginleşmesi 

sağlandı. Makasla kestiğimiz ve boyadığımız fosfolipid standartlarının olduğu kısım, 

preparatif ekim yaptığımız ve yürüttüğümüz fosfolipidlerin olduğu kısımla yan yana 

konulup standartların ve fosfolipidlerin ayrılan franksiyonlarının yerleri belirlenerek 

işaretlendi. Daha sonra fosfolipidlerin olduğu kısımlar ayrı ayrı kesilerek her biri ayrı 

ayrı erlenlere alındı ve üzerlerine kloroform:metanol (2:1) çözeltisi eklendi. İyice 
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çalkalanarak lipitlerin çözücü sistemine geçmesi sağlandı. Süzgeç kağıdıyla süzüldü 

ve darası alınmış bir balona alındı. 40 
0
C Rotary evaporator kullanılarak çözücüleri 

uçuruldu ve tartım yapıldı. PS ve SM’nin daha iyi ayrılabilmesi için 3. kez TLC’de 

yürütülmüştür. Bunun için; PS ve SM’nin olduğu kısım birlikte kesildi ve 

fosfolipidlerin silikadan kurtulması işlemleri yapıldı. TLC ve bütün işlemler 

tekrarlanarak en sonunda tartım yapıldı. Bu yöntemle elde edilen örnekler fosfor 

tayini için hazır hale getirildi, her bir örneğe fosfor tayini yapıldı. 

 

5.5. Fosfor Tayini 

Toplam fosfor miktarı Vanadomolibdofosforik asit yöntemine göre 

spektrofotometrik olarak tayin edilmiştir. 

 

Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Sodyum metabisülfid 

KH2PO4 

Distile su 

Azot gazı 

%5’lik Amonyum molibdat 

%72’lik Perklorik asit 

Amidol (2,4-Diaminofenoldihidrochloride) 

 

%5’lik Amonyum molibdat hazırlanması: 5 gr amonyum molibdat distile su ile 100’e 

tamamlanır. 

 

%72’lik Perklorik asit hazırlanması: Bir mezura önce 28 ml distile su sonra da 72 ml 

perklorik asit eklenir. 

 

Amidol (2,4-Diaminofenoldihidrochloride) reaktifinin hazırlanması: Sodyum 

metabisülfid 2 gr tartılır ve 100ml distile suda çözünüp 0.5 gr amidol ile karıştırılır. 
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Standart fosfat çözeltisi hazırlanması: 0.043 gr KH2PO4 tartılıp 100 ml distile suda 

çözülür. Bu stok (standart) çözeltidir ve 1 mg/ml fosfor içerir. Standart fosfor 

çözeltisinden seyreltme işlemi ile standartlar hazırlandı. 

 

Seyreltme: 

1 ml    stok   +  9 ml distile su 

2 ml    stok   +  8 ml distile su 

3 ml    stok   +  7 ml distile su 

4 ml    stok   +  6 ml distile su 

5 ml    stok   +  5 ml distile su  

6 ml    stok   +  4 ml distile su 

7 ml    stok   +  3 ml distile su 

8 ml    stok   +  2 ml distile su 

9 ml    stok   +  1 ml distile su 

 

Metod 

TLC ile fosfolipid fraksiyonlarına ayrılan numunenin miktarı fosfor tayini ile 

belirlendi. Bu işlem için; %72’lik Perklorik asit, %5’lik Amonyum molibdat, Amidol 

(2,4-Diaminofenoldihidrochloride) reaktifi ve standart fosfat çözeltisi kullanıldı. 

Amidol reaktifi için 0.5 gr amidol 100 ml %20’lik sodyum metabisülfid 

çözeltisinde çözüldü. Standart fosfat çözeltisi için 0.043 gr KH2PO4’ı 100ml distile 

suda çözüldü ve böylece stok çözelti hazırlandı. Bu stok çözelti distile su ile 

seyreltme yapılarak standart çözeltiler hazırlandı. 

 

Total Fosfor Tayini 

TLC ile elde edilen fosfolipid ekstraktına 10 ml kloroform:metanol (2:1) 

eklenip 1 ml alındı ve azot gazı altında kloroform:metanol çözücüsü uçuruldu. 

Fosfolipid üzerine 0.4 ml perklorik asit eklendi. 4 dakika bekletildikten sonra tüpe 

4.2 ml distile su, 0.2 ml amonyum molibdat ve 0.2 ml amidol reaktifi katılarak 

vorteksle homojenize edildi. Tüpün ağzı kapatılarak benmaride 7 dakika inkübe 

edildi. Benmariden sonra oda sıcaklığına getirildi ve daha sonra spektrofotometrede 
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köre karşı 830 nm absorbans değeri okutuldu. Aynı işlem fosfat standartları için de 

yapıldı. 

Standart fosfor grafiği hazırlanması: Standart grafiğinde; konsantrasyonu 1 

ml’sinde 1 miligram fosfor bulunan fosfor standardı kullanılıp bu stok çözeltiden 1 

mililitre, 2 mililitre, 3 mililitre, 4 mililitre, 5 mililitre, 6 mililitre, 7 mililitre, 8 

mililitre, 9 mililitre alınarak her birine toplam hacim 10 mililitre olacak şekilde 

distile su ilave edildi. Her bir tüpe stok çözeltilerden 1ml alınarak üzerlerine 0.4 ml 

perklorik asit eklenip 4 dakika bekletildikten sonra tüplere 4.2 ml distile su, 0.2 ml 

amonyum molibdat ve 0.2 ml amidol reaktifi katılarak vorteksle iyice homojenize 

edildi. Tüplerin ağzı kapatılarak benmaride 7 dakika inkübe edilip ve daha sonra 15 

dakika oda sıcaklığına getirilip, spektrofotometrede köre karşı 830 nm absorbans 

değeri okutuldu. Elde edilen absorbans değerleri konsantrasyona karşı grafiğe 

geçirilerek fosfor standart grafiği elde edildi. 

Ölçümler sonucu elde edilen fosfor standart grafiğindeki doğrunun denklemi 

y=2.789x+0.0275’tir. Ölçümle bulunan absorbans değerleri bu denklemde yerine 

konularak fosfor konsantrasyonları ve miktarları hesaplandı. 
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6. BULGULAR 

 

Bu çalışmada koyun ve kuzu akciğerinden ayrı ayrı izole edilen TF’nin 

aktivitesinde lipitlerin etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

Bu amaçla mezbahadan taze kesilen henüz doğal sıcaklığını kaybetmemiş 

kuzu ve koyun akciğerleri buz kabı içinde laboratuvara getirilip damarlarından ve 

diğer oluşumlardan temizlenmiştir. İki akciğer de ayrı ayrı çalışılmıştır. Homojenize 

edildikten sonra 20 gr. örnek lipid analizi için +4
0
C’lik buzdolabına konulmuş geri 

kalanıyla Cohen and Chargaff (118,119) ve Chargaff et al. (120) tarafından tarif 

edilen prensiple özetlenen metodla doku tromboplastini ekstraktı (koyun ve kuzu) ve  

saflaştırılmış doku tromboplastini (kuzu) hazırlanıp Quick (1935) yöntemi 

kullanılarak protrombin zamanı testi ile aktiviteleri tayin edilmişir. 

Kullandığımız prosedür ile başlangıç dokusunun 100 gramından, 65 mg 

saflaştırılmış akciğer tromboplastini (kuzu) elde edilmiştir. Aşağıda doku 

tromboplastin ekstraktı ve saflaştırılmış doku tromboplastini görülmektedir. 

 

    

Resim 6.1. Tromboplastin ekstraktı.        Resim 6.2. Saflaştırılmış doku tromboplastini. 
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Tromboplastin ekstraktının (kuzu) 80 gr’ı Labconco FreeZone Stoppering 

Tray Dryer cihazı ile liyofilize edilmiştir. Bunun için tromboplastin ekstraktının 

(kuzu) 80gr.’mı 2’ye bölünüp plastik beherlere alınmış, 1. beherdeki tromboplastin 

ekstraktı sıvı nitrojen ile toz haline getirilerek, 2. beherdeki ise direk liyofilizasyon 

cihazına konulmuştur. 

1. beherdeki tromboplastin ekstraktı 13 günde, 2.’deki 15 günde kurumuştur. 

Liyofilize edilmiş tromboplastin ekstraktları +4
0
C’lik buzdolabında saklanmaktadır. 

Aşağıda liyofilize edilmiş örnekler görülmektedir. 

 

  
Resim 6.3. Liyofilize edilen tromboplastin ekstraktları. İlk resimde sıvı nitrojen ile toz 

haline getirilerek, ikincisinde direkt olarak liyofilize edilen tromboplastin ekstraktları 

görülüyor.  

 

Koyun ve kuzu akciğerileri ayrı ayrı çalışılarak bir sıvı-sıvı ekstraksiyonu 

olan Bligh ve Dyer (113) metoduyla lipidler ekstrakte edilmiş, ekstraksiyonla ayrılan 

lipid ve protein kısımlarının aktivitesi Quick (1935) yöntemi kullanılarak protrombin 

zamanı testi ile tayin edilmişir. Aşağıdaki tabloda TF aktivitesi değerleri 

görülmektedir. 
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Tablo 6.1 TF aktivitesi değerleri. 

 Lipid 

ekstraksiyonuyla 

ayrılan lipid 

kısmı 

Lipid 

ekstraksiyonuyla 

ayrılan protein 

kısmı 

Doku 

tromboplastini 

ekstraktı 

Saflaştırılmış 

doku 

tromboplastini 

Kuzu TF 

aktivitesi (sn) 

19 - 12 17 

Koyun TF 

aktivitesi (sn) 

25 - 19 saflaştırılmadı 

 

Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastin ekstraktı koyununkinden 

daha aktif bulunmuştur. Tromboplastinin ekstraksiyonla ayrılan lipit kısmında 

aktivite görülürken, protein kısmında görülmemiştir. İkisi bir aradayken en yüksek 

aktiviteye sahip oldukları görülmüştür. Saflaştırma işlemi aktiviteyi düşürmüştür. 

Bu ekstraksiyon kullanılarak gravimetrik olarak toplam lipid tayini 

yapılmıştır. Koyun akciğerindeki lipit miktarı kuzu akciğerinden daha fazla 

bulunmuştur. Aşağıdaki tabloda 20’şer gramlık koyun ve kuzu akciğerlerinden elde 

edilen total lipit miktarları görülmektedir. 

 

Tablo 6.2. Total lipit miktarları. 

20 gr tam doku Total lipit miktarı (gr) 

Koyun akciğeri 9.89 

 Kuzu akciğeri 9.75 

 

Yine bu ekstraksiyon kullanılarak TLC ile fosfolipidler belirlenmiş ve 

fosfolipid standartları kullanılarak major fosfolipidlerden fosfatidilkolin (PC), 

fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) ve sfingomiyelinin (SM) yerleri tesbit 

edilmiştir. Aşağıdaki resimde, TLC ile ayrılan fosfolipid franksiyonları 

görülmektedir. 
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Resim 6.4. TLC ile ayrılan fosfolipid franksiyonları. PE=Fosfatidiletanolamin, SM= 

Sfingomiyelin, PC=Fosfatidilkolin, PS=Fosfatidilserin 

 

Daha sonra fosfolipidlerin olduğu kısımlar ayrı ayrı kesilerek her biri ayrı 

ayrı erlenlere alınmış ve üzerlerine kloroform:metanol (2:1) çözeltisi eklenmiştir. 

İyice çalkalanarak lipitlerin çözücü sistemine geçmesi sağlanmış, süzgeç kağıdıyla 

süzülüp darası alınmış bir balona alınmıştır. 40 
0
C Rotary evaporator kullanılarak 

çözücüleri uçurulup tartım yapılmıştır. Total olarak PE 43 mg, PC 26 mg, PS 7.2 mg, 

SM 3.5 mg bulunmuştur. 

 

Tablo 6.3. Gravimetrik olarak bulunan total fosfolipit miktarları. 

 Total fosfolipit miktarı (mg) 

PE 43 

PC 26 

PS 7.2 

SM 3.5 

 

Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastininde fosfolipidlerin 

sıralaması PE>PC>PS>SM şeklinde tesbit edilmiştir. 
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Elde edilen her bir örneğe fosfor tayini yapılmıştır ve toplam fosfor miktarı 

Vanadomolibdofosforik asit yöntemine göre spektrofotometrik olarak tayin 

edilmiştir. 

TLC ile elde edilen fosfolipid ekstraktına 10 ml kloroform:metanol (2:1) 

eklenip bundan 1 ml alınmış, azot gazı altında kloroform: metanol çözücüsü 

uçurulmuş ve fosfolipid üzerine 0,4 ml perklorik asit eklenip  4 dakika bekletildikten 

sonra tüpe 4,2 ml distile su, 0,2 ml amonyum molibdat ve 0,2 ml amidol reaktifi 

katılarak vorteksle homojenize edilmiştir. Tüpün ağzı kapatılarak benmaride 7 

dakika inkübe edildikten sonra oda sıcaklığına getirilip spektrofotometrede köre karşı 

830 nm absorbans değeri okutulmuştur. Aynı işlem fosfat standartları için de 

yapılmıştır. 

Standart grafiğinde; konsantrasyonu 1 ml’sinde 1 miligram fosfor bulunan 

fosfor standardı kullanılıp bu stok çözeltiden 1 mililitre, 2 mililitre, 3 mililitre, 4 

mililitre, 5 mililitre, 6 mililitre, 7 mililitre, 8 mililitre, 9 mililitre alınarak her birine 

toplam hacim 10 ml olacak şekilde distile su ilave edilmiştir. Her bir tüpe stok 

çözeltilerden 1ml alınarak üzerlerine 0,4 ml perklorik asit eklenip 4 dakika 

bekletildikten sonra tüplere 4,2 ml saf su, 0,2 ml amonyum molibdat ve 0,2 ml 

amidol reaktifi katılarak vorteksle iyice homojenize edilmiştir. Tüplerin ağzı 

kapatılarak benmaride 7 dakika inkübe edilmiş ve daha sonra 15 dakika oda 

sıcaklığına getirilip, spektrofotometrede köre karşı 830 nm absorbans değeri 

okutulmuştur. Elde edilen absorbans değerleri 0.08, 0.123, 0.165, 0.210, 0.26, 0.3, 

0.346, 0.395, 0.46’dır. Bu değerler konsantrasyona karşı grafiğe geçirilerek fosfor 

standart grafiği elde edilmiştir. 

Aşağıdaki şekilde ölçümler sonucu elde edilen fosfor standart grafiğinin bir 

doğru haline getirilmiş hali ve doğrunun denklemi (y=2.789x+0.0275) 

gösterilmektedir. Ölçümle bulunan absorbans değerleri bu denklemde yerine 

konularak fosfor konsantrasyonları ve miktarları hesaplanmıştır. 
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Şekil 6.1. Ölçümler sonucu elde edilen fosfor standart grafiğinin bir doğru haline getirilmiş hali. 

 

Aşağıdaki tabloda kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastininin 

major fosfolipit gruplarına ait fosfor konsantrasyonları, miktarları ve % değerleri 

verilmiştir. 

 

Tablo 6.4. Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastininin major fosfolipit gruplarına 

ait (PE, PC, PS, SM) fosfor konsantrasyonları, miktarları ve % değerleri. 

 Absorbans (830 nm) Konsantrasyon 

(mg/ml) 

mg % 

PE 0.458 0.1543564 9.261384 50 

PC 0.245 0.077984941 4.679096 25 

PS 0.177 0.053603442 3.216207 17 

SM 0.097 0.024919326 1.49516 8 

 

Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastinindeki fosfolipidlerde 

bulunan fosfor miktarının sıralaması PE>PC>PS>SM şeklinde tesbit edilmiştir. 

Aşağıdaki şekillerde fosfolipitlerde bulduğumuz fosfor miktarları mg ve % olarak 

görülüyor. 

y = 2,789x + 0,0275 
R² = 0,9971 
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             Şekil 6.2. Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastininin major fosfolipit 

                             gruplarına ait (PE, PC, PS, SM) fosfor miktarlarının değişimi (mg). 

 

 

 

 

             Şekil 6.3. Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastininin major fosfolipit 

                             gruplarına ait (PE, PC, PS, SM) fosfor miktarlarının değişimi (%). 
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7.TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu çalışmada koyun ve kuzu akciğerinden ayrı ayrı izole edilen TF’nin 

aktivitesinde lipitlerin etkisi incelenmiş ve lipid ekstransiyonundaki fosfolipidlerin 

ayrımı yapılarak içeriğindeki fosfor miktarı ölçülmüştür. 

Bu amaçla mezbahadan taze kesilen henüz doğal sıcaklığını kaybetmemiş 

kuzu ve koyun akciğerleri buz kabı içinde laboratuvara getirilip damarlarından ve 

diğer oluşumlardan temizlenmiştir. İki akciğer de ayrı ayrı çalışılmıştır. Homojenize 

edildikten sonra 20 gr. örnek lipid analizi için +4
0
C’lik buzdolabına konulmuş geri 

kalanıyla Cohen and Chargaff (118,119) ve Chargaff et al. (120) tarafından tarif 

edilen prensiple özetlenen metodla doku tromboplastini ekstraktı (koyun ve kuzu) ve  

saflaştırılmış doku tromboplastini (kuzu) hazırlanıp Quick (1935) yöntemi 

kullanılarak protrombin zamanı testi ile aktiviteleri tayin edilmişir. 

Kuzu akciğerinden elde edilen doku tromboplastin ekstraktı koyununkinden 

daha aktif bulunmuştur. Tromboplastinin ekstraksiyonla ayrılan lipit kısmında 

aktivite görülürken, protein kısmında görülmemiştir. İkisi bir aradayken en yüksek 

aktiviteye sahip oldukları görülmüştür. Saflaştırma işlemi aktiviteyi düşürmüştür. 

Koyun akciğerindeki lipit miktarı kuzu akciğerinden daha fazla bulunmuştur. Kuzu 

akciğerinden elde edilen doku tromboplastininde fosfolipidlerin sıralaması 

PE>PC>PS>SM şeklinde tesbit edilmiştir. 

Kullandığımız prosedür ile başlangıç dokusunun 100 gramından, 65 mg 

saflaştırılmış akciğer tromboplastini elde edilmiştir. 

Liyofilizasyon işleminde azotla dondurulan tromboplastin ekstraktı direk 

cihaza konulandan daha çabuk kurumuştur. 

TF, hemostatik sistemi başlatmaktan sorumlu bir membran glikoproteinidir. 

Bir apoprotein kısmı ve parsiyal tromboplastin aktivitesinin ekspresyonu için gerekli 

olan bir fosfolipid kısmından oluşur. TF ile ilgili çalışmalar 1800’lü yıllarda başlamış 

günümüzde ise artan yoğunlukla devam etmektedir. Çünkü pıhtının ön planda olduğu 

kalp damar hastalıkları günümüzde de ölüm ve kaliteli yaşamı tehdit yönünden ilk 

sırada yerini korumaya devam etmektedir. Bu nedenle TF ekspresyonunun artışı 

trombofilinin başlıca nedeni kabul edilir. Bu membran proteinin pek çok metabolik 

faaliyet içinde olduğu bildirilmiştir (29,69,122). 
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1886’da Wooldridge kanda bulunmayan fakat dokuda bulunan bir maddenin 

pıhtılaşmayı hızlandırdığını bildirmiş (29) ve bu doku homojenatlarının çok dilüe 

olarak dahi hayvanlara enjekte edildiğinde ani ölümlerin görülmesi (69), dokuda 

pıhtı oluşturan çok güçlü bir ajan olduğu fikrinin ortaya atılmasına neden olmuştur 

(86). 

TF kanla temas ettikten sonra ekstrensek ve intrensek sistem uyarılır. TF’nin 

aktifleşmesiyle oluşan trombin bir taraftan sağlam pıhtı oluşmasını sağlarken bir 

taraftan da trombositleri uyararak aktifleştirir ve trombosit adezyon, sekresyon ve 

agregasyonu hızlanır. Aterotromboz ve hiperkoagülasyon birbirinin hem tetikleyicisi 

hem de sonucudur (38,51-53). 

TF, FVIIa için hem kofaktör, hem de reseptördür ve nomalde sadece monosit, 

makrofaj gibi hücrelerde sentezlenir. Subendotelde bulunan TF damar hasarı ile kana 

karışır ve burada plazma proteinleri ile karşılaşınca hemostaz ve trombusu başlatır 

(29). FVII aktivitesindeki artışın koroner arter hastalıkları ile orantılı olduğunu 

bildirilmiştir (74). 

Hemostazın başlatıcısı olan TF’nin fosfolipidleri hücre hasarı sonrasında kana 

sızar ve Ca
++ 

varlığında FVII veya FVIIa ile bir kompleks oluşturur. Bu kompleks 

direk olarak ekstrensek yolda FX’nu ve ayrıca intrensek yolda FIX’u aktive eder. 

Bunun sonucunda da pıhtı oluşur. Pıhtılaşma yetersizlikleri, oral antikoagulan 

tedavisinin takibi, trombofili tedavisinin takibi gibi nedenlerle çok kullanılan 

protrombin zamanı testi (PTZ) aynı zamanda önemli bir karaciğer fonksiyon testidir. 

Çünkü bir pıhtılaşma proteini olan protrombin, karaciğer sentez kabiliyetini 

kaybettiği zaman sentezlenemez. Rutin laboratuvarlarda ekstrensek pıhtılaşma 

sistemini değerlendirmede kullanılan TF’nin kan ve hücrelerdeki etki mekanizması 

ile ilgili çalışmalar devam etmektedir (28,29). 

TF kanda FIX ve FX yönünde FVIIa'nın proteolitik aktivitesini arttıran bir 

kofaktör gibi işlev görür. Doku faktörünün kofaktör fonksiyonunun tam olabilmesi 

için pıhtılaştırıcı fosfolipidler ile bağlantılı olması gerekir (123). Bulduğumuz 

litaretüre göre Chargaff ve ark. akciğer tromboplastinini incelediler ve saflaştırdıkları 

tromboplastinin %7.7 nitrojen ve %1.6 fosfor içerdiğini bildirmişlerdir. 1940’lı 

yıllarda elde edilen bu verilerle akciğer tromboplastini bir lipoprotein olarak 

sınıflandırıldı. Tromboplastin alkol-eter çözeltisi ile ekstre edildiğinde orijinal 
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ağırlığının yaklaşık %50’sinin azaldığı görüldü. Geri kalan %50'sinin %40-45'i de 

aşağıdaki lipid içeriğine sahip olduğu gösterildi: %19 kolesterol, %18 trigliserid ve 

%63 fosfolipid. Fosfolipidlerin içeriği ise:  %25 lesitin, %25 sefalin ve %12 

sfingomiyelin’den oluşmaktaydı. Lipid ekstraksiyonundan sonra geri kalan materyal 

protein ve karbonhidratlardan oluşuyordu. Williams fosfolipidlerin pıhtılaşmada 

güçlü bir enzimatik aktivite gösterdiğini bildirmiştir (32,33). 

1960’lı yıllarda çeşitli araştırıcılar tam tromboplastik aktivite için lipid ve 

protein kısmının bir arada olması gerektiğini bildirdiler. Protein kısmı etkisiz 

kalırken lipidin kendisinin intrensek yolda bir parsiyel tromboplastin gibi çalıştığını 

gördüler. Lipid ve protein kısımlarını yeniden birleştirerek tam tromboplastin 

aktivitesi elde ettiler. Protein kısmının analizi 15 aminoasidi gösterirken lipid 

kısmının PE, PC, PS, PI, lizofosfatidiletanolamin ve SM’yi kapsadığı görülmüştür 

(32,33). 

Kan pıhtılaşmasında fosfolipidlerin etkisi yoğun bir şekilde araştırılmış ve 

çelişkili raporlar yayınlanmıştır. Örneğin, PS, bir platelet aktifleştiricisi olarak tarif 

edilmiştir. Fakat aynı zamanda tromboplastin jenerasyon testinin bir inhibitörü 

olduğu ve infüzyon sırasında bir antikoagulan olduğu belirtilmiştir. PE bir pıhtılaşma 

hızlandırıcısı olarak tarif edilmiştir. Baz araştırıcılar PE ve PC kombinasyonunu daha 

etkin bulurken bazıları PC ve PS kombinasyonu daha etkin buldular. Bu çelişkili 

sonuçlar büyük olasılıkla sistemlerin farklılığından kaynaklanmaktadır. Fosfolipid 

partiküllerinin kolloidel yapı farklılıkları, pH veya iyon, çeşitli fosfolipidlerin 

kompozisyon oranı veya saflığı, fosfolipidlerdeki doymamış yağ asidlerinin oranı da 

bu farklılıkları desteklemiş olabilir. Sadece tek asitten oluşan veya negatif yüklü 

fosfolipid içeren süspansiyonlar önemli ölçüde aktifti (32,33). 

Çalışmalar CD142 olarak da isimlendirilen doku faktörünün kanda da 

bulunduğunu, çok yönlü fonksiyon yaptığını, sitokinlerle ilişkili oldukları için 

inflamasyonun da tetiklendiğini, ya da artan sitokinlerin TF’yi etkileyerek trombus 

oluşumunu hızlandırdığı bildirilmektedir (83,124). 

TF hem arteriyel tromboemboli oluşumunda, hem de sinyal iletiminde yer 

aldığı için koagülasyon ve inflamasyonda başlıca rolü oynar (69,78-80). 
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Hiperkoagülasyon, inflamasyon, hiperlipidemi ve lipid peroksidasyonu 

arterlerde ateroskleroz gelişmesini hızlandırır ve özellikle koroner arter hastalıkları 

için ciddi bir risk faktörüdür (69,80). 

Dolaşımdaki TF’nin çeşitli biçimleri tarif edilmiş ve trombojen olarak 

tanımlanmıştır. Tromboz oluşumuna plazma TF'sinin katkısına yeni bir bakış açısı 

kazandırmayı amaçlayan her yıl daha deneysel ve epidemiyolojik çalışmalar 

yayınlanmıştır. Trombozu azaltmak veya önlemek için TF koagülan fonksiyonunun 

doğrudan hedeflenmesi, kanama komplikasyonlarına bağlı olarak riskli olabilir 

(125). 

TF aktifleşmesinde fosfatidilserinin (PS) hücre zarının dışında açığa 

çıkmasının kritik bir rol oynadığı düşünülmektedir. Son moleküler dinamik 

simülasyon çalışmaları, TF ektodomaininin doğrudan PS ile etkileşime girebileceğini 

akla getirmektedir. Baz çalışmalar PS ile etkileşime giren TF’nin, hücre yüzeyinde 

TF koagülan aktivitesine katkıda bulunduğunu ve ayrıca, varsayılan lipid bağlama 

bölgesinin dışındaki TF bölgelerinin TF'nin PS'ye bağlı aktifleşmesine katkıda 

bulunabileceğini de göstermektedir (126). 

1935 yılında Quick; TF’yi kullanarak kendi adı ile anılan ve günümüzde hala 

çok kullanılan, protrombin zamanı testini (PTZ) keşfetmiştir. Bu testin aktif maddesi 

doku tromboplastinidir (34). Tromboplastin reaktifleri beyin, akciğer ya da plasenta 

ekstrelerinden saflaştırılan kompleks karışımlardır. Orjinal olarak hayvan ya da insan 

kaynaklı ekstraktlar ham dokudan elde edilir (22).  

Son zamanlarda rekombinant teknolojiyle fosfolipid vezükülleri içeren 

tromboplastinler de üretilmeye başlanmıştır. İnsan doku faktörü içeren yeni nesil 

rekombinant tromboplastinleri (rTF), FVII seviyelerine aşırı duyarlı olmasından 

dolayı eleştirilmektedir. FVII’nin plazma yarı ömrü kısadır, bu yüzden özellikle oral 

antikoagülan tedavinin başlangıcında FVII seviyelerinde dalgalanma olur (5,22). 

Tromboplastin saflaştırması için Quick tavşan beyni ekstraktı kullanırken, 

bazıları insan ve sığır beyni kullandı. Güncel PTZ sistemleri tromboplastin 

reaktiflerinin üç farklı türünün kullanımına dayanır: insan, tavşan ve sığır. Reaktifler 

genellikle tavşan veya insan TF'si içerir ve dokulardan ekstre ya da rekombinant 

DNA teknolojisi ile hazırlanırlar. PTZ testinin sonucu tromboplastinin doğası ve 

kullanılan yöntemle sıkı bir şekilde bağlıdır. Orjinal Quick testinin pek çok değişik 
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versiyonu kullanılmıştır. Tromboplastinin kalitesi, belirleyici bir öneme sahiptir. 

Farklı tromboplastinler aynı test plazması için çok farklı sonuçlar verebilir. PTZ 

testinin modifikasyonlarının çokluğu ve üretilen tromboplastinlerin farklılığı 

karışıklığa neden olmuştur. (105). 

Karaciğer yetmezliği ile ilgili bazı çalışmalarda farklı tavşan beyni veya 

tavşan beyni, insan plasentası ve insan rekombinant tromboplastinleri ile elde edilen 

INR değerleri karşılaştırılırken aralarında nispeten zayıf bir korelasyon olduğu rapor 

edilmiştir (22). 

TF’ler, K vitaminine bağımlı pıhtılaşma faktörlerinin seviyelerindeki 

azalmaya karşı çok duyarlıdır. Üretilen TF’lerin içeriğindeki farklılıklar PTZ testinin 

sonuçlarını etkilemektedir. TF’lerin yanıtları ve oral antikoagulanların sebep olduğu 

koagulasyon yetersizliklerinin yanıtları değişkendir. Bu düzeltilmezse oral 

antikoagülan dozunun kabul edilemez farklılıklara yol açacağı görülmüş ve TF 

duyarlılık farklılıklarını telafi etmek için bir kalibrasyon sistemi (Uluslararası 

Duyarlılık İndeksi (ISI) ve Uluslararası Normalleştirilmiş Oran (INR)) 

geliştirilmiştir. Üretici firmalar, ürettiği TF’yi dünya sağlık örgütüne (WHO) 

gönderirler ve oradan bir ISI değeri alırlar. Böylece hastaların değişik laboratuarlarda 

ölçülen protrombin zamanları standartize edilir. WHO’nun standardize ettiği bir TF 

kullanılırsa laboratuvarlar arası veya ülkeler arası farklılıklar ortadan kalkacaktır 

(22,123). 

Başlangıçta, protrombin zamanları manuel tekniklerle yapıldı. Günümüzde, 

çoğu klinik laboratuvarlarda pıhtılaşma zamanlarının belirlenmesine yönelik 

otomatik aletler (koagülometreler) kullanılmaktadır. ISI'nın sadece tromboplastin 

reaktifine değil aynı zamanda kullanılan koagülometre türüne bağlı olduğu da 

bilinmektedir. Birçok tromboplastin üreticisi şimdi reaktifler için enstrümana özgü 

ISI değerleri sağlar. Bir tromboplastinin kalibrasyonu, aynı türün benzer preparatları 

veya aynı tipteki benzer preparatlar arasında kıyaslamalar yapıldığında genel olarak 

daha doğru sonuç verir. Bir tromboplastinin kalibrasyonu aynı tür veya aynı tipin 

benzerleri arasında yapılan hassas karşılaştırmalırıdır. Bu nedenle WHO insan, 

tavşan ve sığır tromboplastinleri için Uluslararası Referans preparatları 

oluşturmuştur. Kalibrasyon aynı türün tromboplastinleri arasında yapılır (123). 
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Bazı araştırmacılar FV ve FVII eksiklikleri INR değerleri benzer olduğunda 

bile karaciğer hastalığı olan hastalarda oral antikoagülan kullananlardan genellikle 

daha yüksek olduğunu rapor etmişlerdir. Bu nedenlerden dolayı, tromboplastinlerin 

çeşitli pıhtılaşma faktörü eksikliklerine nasıl cevap verdiğini anlamak önemlidir. 

Hemen hemen aynı ISI değerlerindeki tromboplastinlerin pıhtılaşma faktörlerine 

farklı hassasiyetleri olabilir (22,123). 

Bütün memelilerin doku ekstreleri (doku tromboplastinleri) güçlü pıhtı 

oluşturma aktivitesine sahiptir. Laboratuvarda koagulasyon faktörlerini araştırmak 

veya bu faktörlerin klinik amaçlı tesbitinde doku ekstreleri önemli rol oynar. 

Geçmişte timus, testis, plasenta, akciğer, beyin ve diğer organ ekstreleri 

kullanılmıştır ancak akciğer ve beyin tromboplastinleri bu tür araştırmalarda daha 

çok kabul görmüştür. Tromboplastinler temel olarak çeşitli organların ham 

ekstrelerinin salin veya buffer solüsyonlarıyla işlenmesiyle elde edilmiştir. Bu ham 

ekstreler kimyasal değildir. Bunlar pıhtıyı tetikleme aktivitesinin yanında, pıhtıyı 

geciktirici aktiviteye sahip maddeler ve plazma veya kan pıhtılaşmasına hiç etkisi 

olmayan materyalleri de içerir. Araştırma amaçlı çalışmalarda bu ham ekstratlar daha 

çok saflaştırlmalıdır. Böylece bunlar kimyasal olarak hem lipoprotein hem de 

predominant lipid özelliği kazanır. Ekstrak, heterojen bir kompozisyonu gösterir. 

Akciğer tromboplastin ekstraktı daha fazla saflaştırılarak "akciğer tromboplastini" 

elde edilir. Bu material esas olarak bir lipoproteindir (35). Biz bu nedenle kısaca 

özetlenen genel bilgiler ve tartışma bölümünde kısaca özetlenen tromboplastinin 

lipid kısmını inceledik. 

Sonuç olarak, insan organizmasında bu kadar etkin rolleri olan doku 

faktörünün (DF) aktivitesinde lipidlerin etkisi ile ilgili ön çalışmamız bundan sonraki 

çalışmalarımıza alt yapı oluşturacaktır. Bu çalışmanın sonuçları kendi ürettiğimiz 

DF’nin standardize edilerek protrombin zamanı testinde kullanılabileceğini 

göstermiştir ve bulgularımız tromboplastin üretiminde literatüre katkı sağlayacaktır. 
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