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ONSOZ

Trombosit = fonksiyonunun devamliliginda, agregasyon sirasinda
trombosit i¢inde yer alan bazi maddelerin salinim olayi Onemli bir yer
tutmaktadir. WBugUne kadar trombositler icinde yer alan birgok
maddenin bu olaya katilip katilmadigi incelenmigtir. Ancak, trombosit
i¢inde var oldugu gosterilen ferritinle ilgili btyle bir caligma
yoktur. Bu nedenle, trombosit ferritininin agregasyon sirasinda ortama

salinip-salinmadigini saptamak ic¢in bu galismayi planladik.

Bu konuda c¢aligma yapmami saglayan ve ¢alismanin her agamasinda
yardimlarini esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof.Dr. Mustafa‘ C.
KARACA'ya tegekkiir etmeyi bir bor¢ bilirim. !

Ayrica, tezimin laboratuvar caligmalarinda yardimeci olan, igj
Hastaliklari Ana Bilim Dali Hematoloji Laboratuvari cgaliganlarina Ve‘
Nikleer Tip Ana Bilim Dali ogretim iiyesi Sayin Do¢.Dr. Hayal GZKILIQ’a‘

da tesekkiir ederim.
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Girig

Trombositleri kanin ayri bir gekilli elemani olarak ilk kez 1882
yilinda Bizzozero tanimlamistir. Bizzozero ayrica, bunlarin agregasyon,
adezyon vé viskoz metamorfozlari izerinde durmus ve trombositlerin
tikag yaparak kanamayil durdurduguna da ilk kez dikkati cekmigtir (65,
72). Pihtilasma esnasinda trombositlerin kiimelesmesi ve sonra bu kiime-
lesmis trombositlerin eriyerek homojen bir maddeye degisimini tanimla-
yan viskoz metamorfoz deyimi ilk olarak Schimmelbush tarafindan kulla-
nilmstir (52). Trombosit metamorfozu adi da verilen visktz metamorfoz
olayir iki agsamali bir olaydir. Olay agregasyon ile baglar, bunu trombo-
sit faktorlerinin ortama veriligi izler ve ksonugta saglam ve

irreversibl trombosit tikaci olusur (30,50,53,54).

Wright, trombositlerin kokeninin kemik ilifindeki megakaryositler
oldugunu bulmug ; bunu izleyen aragtirmalarla trombositlerin megakaryo-
sitlerle ayni antijene sahip oldugu floresan antikor teknigi ile
gosterilmis ve mikrosinematografi teknifi ile gen¢ megakaryositlerin.
takip edilerek trombositlerin olusumunun gozlenmesi ile bu bulgu tam

kesinlik kazanmigtir (31,49,58,65,66,72).

20. ylizyal basglarinda trombositopenik: hastalaklar tanimlanmg,
fakat 1920'den sonra uiun yillar trombositlere gereken ©nemi veren
caligmalar yapilmamigtir. Bu arada bazi kalitatif trombosit hastallkla—i
ri tanlmlahmlgsa da, trombositlerin yapisini agiklayacak nitelikte
atagtlrmalara rastlanmamistir. 1948 yilinda trombosit faktor-3 (TF—B)'-1
tin bulunmasindan sonra trombositler iizerindeki caligmalar yogunlagmig .
ve trombositlerin biofizYolojik ozelliklerini agiklayan buluslar yapil-

mistir (59,65).



Trombositlerin o©mrii ¢esitli yontemlerle olciilmis ; dogrudan
dogruya tfombosit transfiizyonlari kullanilarak yapilan &lgiimde, trombo-
sitlerin ortalama omrii 5 giin bulunmugtur (24). Daha sonra 51Cr ve diger
izotoplarla isaretlenmis trombositlerle yapilan caligmalarda trombosit

omrii 5-12 giin olarak saptanmigtair (1,2,5,14,18,22,45).

Trombosit adezyon ve agregasyonunda baglica rol oynayan faktorin
ADP oldufunun ortaya kommasi, diger maddelerle meydana gelen bu‘
olaylarda da ADP'nin tnemli bir rol oynadiginin gozlenmesi, kalitatif
trombosit hastaliklarinin daha da onem kazanma31nakyol agmigtir (28,

64,70,72).

Bu galismalari izleyen donemde trombositlerin biyokimyasi iizerine
yapilan ¢aligmalar yogunluk kazanmistir. Bu calismalarda trombositlerin
protein, karbonhidrat, lipid, element ve birgok enzim igerdifi saptan-’
mig ve kalitatif trombosit hastaliklari ile trombositlerin biyokimyasal

yapisi arasinda iliski oldugu goriilmiistiir (6,25,33,37,41,59,65).

Trombositlerin icerdikleri maddeleri ortama vermeleri ilk kezf
1956 ylllnda Ulutin ve Karaca'nlnvgallgmalarl ile gosterilmigtir (60,
61,63). Ayni  aragtiricilar 1957 yilinda trombosit ozmotik direng
testini tanmimlamiglar, bu test ile normal ve trombopatik trombositler
arasindaki farki belirtmigler ve primer trombopatilérde bir trombosit
faktor-3 verig kusuru oldugunu, trombosit faktor-3'e sahip trombopatik
trombositlerin bu faktorii ortama veremediklerini gtstermiglerdir (62).
1965 yilinda Bowie ve arkadaglari ’tarafindan "eksiklik (deficit)
trombopatisi®, 1970 yilinda Holmsen ve Weiss tarafindan "Storage pool

disease" adlariyla bu hastalifin yeni bir tipi tamimlanmistir (8,26).



Burada defekt, trombositlerin trombosit faktor-3'den fakir olusudur (7,
8,26,29,74). Trombastenide, trombositlerde verig kusuru ve icerdigi
maddelerde bir bozukluk saptanamamig, ancak son yillarda trombosit

membran glikoproteinlerinde defekt bulunmustur (34,46).

Son yillarda prostoglandinlerin trombosit fonksiyonlarina etkile~
ri {izerine calismalar yapilmis, Prostoglandin El'in trombosit agregas-
yonunu Onemli derecede inhibe ettigi, Prostoglandin E;'nin ise trombo-
sit agregasyonﬁnu hizlandirdigi ortaya konmug ve trombosit agregasyonu—i
na en etkili prostoglandinin tromboksan A, oldugu g‘dsteri]migtir (17,j
51,55,68). Trombositlerde aragidonik asitten olugsan tromboksan A,'nin
kuvvetli bir vazokonstriktor etkiye sahip oldugu da gosterilmigtir.
Agizdan asetilsalisilik asit veya indomethacin alanlarda bu olayin
meydana gelmedigi ve kanama zamaninin hafifce uzadigi gozlenmistir (9,
16). Aragidonik asidin tromboksan A,'ye cevrilisinin endoperoksit
isimli ara maddenin uretimiyle ilgili oldugu ve damar duvérl saglam
olgularda bu ara maddenin endotel hiicreleri tarafindan hizla prostosik-
line gevrildigi gosterilmigtir. Bu madde ktrombosit agregagyonunda
kuvvetli bir inhibitor rol oynadigr gibi, vazodilatator etkiye de
sahiptir (10,20). Boylece prostosiklin vazokonstriktor damar alanini

‘lokalize edici bir madde olarak kargimiza ¢ikmaktadir (67).

Trombosit yoniinden bugiine kadar harcanan bu ¢abalar kalitatif
trombosit hastaliklarinin patogenezini aydinlatmaya ve trombositlerih
tromboembolik olaylarda' oynadigi rolii saptamaya y‘cinelik olmustur
(43,44). Bu ga11§ma‘lar arasinda az da olsa trombositlerin mineral
igerigi iiierinde durulmugtur. Trombositlerin sodyum, potasyum,

| magnezyum, kalsiyum, bakir, c¢inko ve demir gibi mineraller icerdigi



belirlenmis ve bu minerallerin biyofizyolojik olaylardaki roliinii

ara§t1ran- caligmalar yapilmistir (3,12,19,39,42,69).

Diger mineraller yaninda, ilk defa 1953 yilinda Maupin trombosit-
lerin demir igerdigini bildirmigtir (42). Bundan sonra 1960 yilinda
A.A.Markos jan trombositlerin demir igerdiklerini kalitatif olarak
gostermigtir (40). Broome ve arkadaglari 1963 yilinda trombositlerde 2
ml paket hacimde 20 mikfogram kadar demir bulmuglardir (42). 1978'de
Baker ve arkadaglarl trombosit demir deferini ortalama 0.009-0.019
mikrogram/lO9 trombosit olarak saptamislardir. 1981 yilinda Bilkay ve
Karaca, trombosit demirini 0.0251 + 0.0052 mikrogram/109 trombosit
olarak bildirmigler ve trombosit metabolizmasina etkisini inceledikleri
calismalarinda, kollajen disinda, agregasyon yapan maddelerle demirin
agregasyon sirasinda ortama verilmedifini gostermiglerdir (4). Ayn1
aragtiricilar, kalitatif trombosit hastaliklarinda trombosit demir

miktarini normal degerlerde bulmuglardir (4).

Trombosit demiri ile ilgili bu c¢aligmalara kargin, bir depo
demiri olan ve insan dokularinin bir c¢ogunda var oldugu gﬁsterilmig
olan ferritin ile ilgili calismalar son derece sinirlidir. 11k kez
Maupin, 1969 yilinda yayinladigi kitabinda, histokimyasal boya yontemi
ve elektron mikroskobuyla yapilan incelemede trombositlerin iginde
ferritin bulunduﬁunu bildirmistir (42). 1985 yilinda Suzuki ve arkadas-
lari yayinladiklari bir’ caligmada seruma ilave ettikleri katyonik,
ferritinin trombositlerin membranina yapistigini, hatta trombosit igine
girdigini gostermislerdir (57). Ilk kez Dincer ve arkadaglara, 1987:

yilinda yayinladiklari c¢alismalarinda, trombosit ferritin diizeyini ,



kantitatif olarak Olcmisler, trombosit ferritinini kadinlarda 14.40
ng/lO9 trbmbosit, erkeklerde 15.29 ng/lO9 trombosit olarak bildirmig—
lerdir (15). Ayni arastiricilar, bazi hematolojik hastaliklarda da
trombosit ferritin dizeyini olgmiigler, demir eksikligi gosteren
olgularda trombosit ferritin diizeyini diisiik, hemolitik anemili ve
losemili olgularda trombosit ferritin diizeyini yiikksek olarak bulmuslar-
dir (11,15). Bu sonuglar ile, trombosit ferritini ve serum fErritinﬁ
diizeyleri arasinda bir iligkinin bulundugu ve bu nedenle trombosit%
ferritin diizeyinin, depo demiri diizeyini yansitabilecegi bildirilmi§¥

tir.

Literatiirde trombosit ferritini ile ilgili bagka bir caligmaya
rastlanmamlgtlr. Bu calisma, daha onceki .calismalarla trombositlerin
icinde varoldugu saptanan ferritinin trombosit metabolizmasindaki
yerini, agregasyon sirasinda ortama verilip verilmedigini saptamak

amaciyla yapilmistir.



GEREG VE YONTEM
I. OLGULAR :

Bu calismada 10 olgu incelenmistir. Bunlarin timi, higbir
hastaligi olmayan, higbir ila¢ kullanmayan, serum ferritini ve trombo-

sitleri normal olan olgulardir.

ilk asamada, tiim olgulardan klasik yontemle trombosit elde
edildikten sonra trombosit yikama soliisyonunda homojenize edilmisg ve iig
kez dondurulup eritilerek trombositlerin parcalanmasi saglanmis ve

parcalanma sonucu ortama ¢ikan ferritin diizeyi olglilmiistir.

ikinci asamada, yine ayni olgularda, trombositlerin agregan
maddelerle (ADP, trombin, kollajen, adrenalin) enkiibasyomundan onceki
ve sonraki ferritin diizeyi saptanarak trombosit ferritininin gosterdigi
degisiklikler arastirilmigtir. Ayrica agregasyon oncesi ve sonrasi

plazma ferritin diizeyindeki degisimler de saptanmistir.

II. GERECLER :

Saf bir trombosit topagl elde edilmesi, agregasyon saglanmasi,
elde edilen 1 ml'lik trombosit siispansiyonlarindaki trombosit
sayisinin saptanabilmesi ve trombositlerden agifa g¢ikan ferritinin
Olgimi i¢in gegitli miyarlar ve laboratuvar gereg¢leri kullanilmistar,

A - KIMYASAL MADDELER :

SITRAT :
‘Tri-Sodium Citrate—5,5~hydrate.

CeigNa,0.5H,0. Molekiil agirligs : 357.16



ADENOSINE-DIPHOSPHATE (ADP) (Diagnostica Stago)

ADP Stago flc. 0.1 mM

ADRENALIN (Diagnostica Stago)

Adrenalin Stago, 5 mM/ml (0.916 mg/l).
KOLLAJEN (Diagnostica Stago)

Collagene Stago, flc., 2 mg Collagene type 1.
TROMBIN (Roche)

Thrombin 0.1 gm, flc.

TRIS (Merck)

Hydroxy methyl amino methane.

4H11N03 Molekiil agirligi 121.14

AMONIUM OXALAT

Riedel-De Haen Ag Seelze-Hannover.

MIYARLAR

SITRAT

38 gram sodyum sitratin 1000 ml distile suya tamamlanmasiyla
% 3.8'lik sitrat solusyonu elde edilmistir. Sitrat solusyonu
kan almak igin 1/10 oraninda kullanilmistir.
ADENOSINE-DIPHOSPHATE

0.1 mM ADP 1 ml distile suda sulandiralir. Héz1rlanan Solﬁs— :

yon 107 M olup, -20° C'da saklanir. Kullanilacagy zaman 10

misli Sulandlrlllp 107 M yapilar.
ADRENALIN

5 mM adrenalin 25 kez sulandirilir ve 200 mikrogram M yapi-
lir. +4° C'da 2 giin muhafaza edilir. |



KOLLAJEN

1 ml distile suda sulandirilir. 24 saatte sik sik calkalana-

rak polimerize edilir. 24 saat sonra Tris tamponu ile 4 misli
sulandirilir. 500 mikrogrém/ml olur ve +4° C'da muhafazé
edilir. 2 ay dayaniklidair.

TROMBIN

4600 iinitelik gigelerde bulunur. Uzerine 2.3 ml bidistile su,
sonra 2.3 ml glicin eklenir. Stok soliisyon olarak tiiplere 0.1
ml konarak -20° C'da saklamir. 0.1 ml trombin 100 inite
igerir. Kullanilacagy zaman istenilen diliisyonda haz1rlan1r;

OWREN SOLUSYONU

5.875 gm Na-Diethyl barbitiirat, 7.335 gm NaCl, 785 ml
bidistile suda eritilir. 215 ml HC1l eklenir. pH : 7.3'diir. |

TROMBOSIT YIKAMA SOLUSYONU (Tris tampon) (23)

24.3 gm amino "tris" (hydroxy methyl) methane 1 litre bidis-
tile suda eritilir. Bu soliisyondan 250 ml, 42 ml N hidroklo-
rik asid ile asidifiye edilip 990 ml bidistile suya tamamla-
nir. 37° C'da pH : 7.2, 22° c'da pH : 7.4'dur.‘

FERRITIN RIA KiT (Amershan)

Ferritin olgimi icgin radioimmin assay yontemine dayanan

Ferritin RIA-Kit, Amershan kullamilmistir.

DIGER GERECLER

PARAFILM (PARAFIIM M)
American Can Company
Marathon products. Neenah, Wisconsin

Tidplerin agzini kapatmak ic¢in kullanilmistir.



TUPLER

Kan almak ve calismayi sirdiirmek i¢in 10 ml'lik polietilen
tiipler kullanilmigtir.
PIPETLER

Calismada 1 ml, 2 ml, 5 ml'lik pipetler kullanilmistir.

E - CIHAZLAR

FAZ KONTRAST MIKROSKOBU

Zeiss marka mikroskop trombosit saymada kullanilmistir.

SOGUK SANTRIFUJ

Christ II KS.

III - YONTEM :
1. TROMBOSITLERIN ELDE EDIIMESI

Amag, ¢ok sayida trombosit igeren bir trombosit topagi elde
ederek, bunu 1 ml'lik sivi ortamda saklamak ve bu 1 ml'lik yogun
trombosit siispaﬁsiybnunun ferritin icerigini saptamaktir. Calismamizda

trombositler klasik yontemle hazirlanmigtir.

Klasik Yontemle Tfombosit Hazirlanmasi : Bir olgudan, 10 ml'lik
polietilen tiplerden 8 tanesine toplam 80 ml kan alinmgtair. Kanin
hemoliz olmamasi ve yiizeyde yabanci cisimlerle temasa | gét;erek igerigini
degigtirmemesi icin kalin igneier kullan1].xn1§t1r. Antikoagulan olarak

sitrat kullanilmigtir.

Trombosit morfolojisinin bozulmamasi icin soguk santrifiij +10°C'a

ayarlanmig (21 ,38),‘ alinan kan 1200 rpm'de 20 dakika dondiiriildikten
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sonra 10 dk oda 1sisinda dinlendirilmigtir. Ustteki trombositten'zengin
plazmanln-(TZP) 2/3'i pipetler ile polietilen tliplere alinmstir. Bu
asamada TZP, faz kontrast mikroskobunda eritrosit olup olmadigi yoniin-
den kontrol edilmis, efer mikroskop alaninda eritrosit goriiliirse, TZP
tekrar 10 dakika 800 rpm'de dondiiriilerek eritrositler c¢oktiirilmistir.
Ustteki TZP temiz polietilen tiiplere aktarilarak, soguk santrifiijde
3500 rpm'de 15 dakika cevrilerek trombosit topagi elde edilmigtir. Elde
edilen trombosit kiimesi, trombosit yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikan-
m1is, homojenize edildikten sonra her seferinde 15 dakika 3500 rpm'de
gevriierek tekrar trombosit topaZi elde edilmigtir. Bu iglem yapilirken
eritrosit bulunup bulunmadlglna dikkat edilmig, eger mikroskop alaninda
eritrosit -goriliirse, tek bir eritrosit goriilmeyinceye kadar yikama

islemine devam edilmistir. Son yikamadan sonra elde edilen saf trombo-~

 sit topagr usuliine gore ezilerek izerine 0.1 ml trombosit yikama

soliisyonu konularak homojenize edilmis, lizerine 1 ml daha ilave edile-

rek trombosit siispansiyonu hazirlanmigtir. Ardindan bu stispansiyondan

0.1 ml alinarak faz kontrast mikroskobunda trombosit sayimi yapilmig-

tir. Bu siispansiyon ii¢ kez dondurulup eritildikten sonra ferritin

tayini yapilmigtir. Sonug¢larin standardize edilebilmesi icin 109 trom- -

bosite isabet eden ferritin miktari nanogram cinsinden hesaplanmigtir.

2. AGREGASYON GALISMALART

Qallgmamlzln amaci, trombositlerdeki ferritin miktarinin saptan-

masi ve agregasyon sirasindaki saliverilme olayinda ferritinin ortama

salinip-salinmadiinin aragtirilmasi idi. Buna ybtnelik olarak yapilan

calismalarda asagida anlatilan yontem kullanilmistir.
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Yukarida anlataldigi gibi, her olgudan 80 ml kan alinmig ve TZP
hazirlanmgtir. Elde edilen TZP'dan 3.6'sar ml 4 ayri tiipe konmus ve
bunlara uygun sekilde hazirlanan agrege edici maddeler (ADP, tfombin,
kollajen, adrenalin) ilave edilerek‘ usuliine uygun olarak her tiipte
agregasyon saglanmigtir. Agregasyon saglandifi goriildiikten sonra,
yukarida klasik yontemle trombosit hazirlanmasinda anlatilan ybntem
aynen uygulanarak herbirinden ayra ayri trombosit topaklari elde
edilmigtir. Bu sgekilde agregasyon vyapilmadan elde edilen trombosit
topag1 ile, agregasyon saglandiktan sonra elde edilen trombosit topak-
larindaki ferritin diizeyleri olg¢lilerek aralarinda farklilik olup
olmadig1, trombositlerden agregasyon -sirasinda ferritinin ortama

salinip salinmadifi saptanmaya ¢alisilmistir.

Ayrica, trombositlerden agregasyon sirasinda ferritin saliniyor-
sa, ag¢iga cikan ferritinin plazmaya gececegi diislincesi ile, agregasyon-?
suz trombositten fakir plazmadan ve agregasyon saglandiktan sonra elde
edilen trombositten fakir plazmalardan ornek alinarak ferritin dﬁzeyle-;

A

ri olglilmiis ve kar§1la§t1r11m1§t1r.

Agregasyon yapici maddelérk olarak ADP, trombin, kollajen ve

~ adrenalin kullanilmsgtar.

ADP ile agregasyon : 10 olguda ADP ile agregasyon uygulanmistir.
3.6 ml TZP'ya, 0.4 ml 1075 M ADP eklenmis, boylece 4 ml'lik karisim
elde ’edilmi§tir. Karigimin igine ‘magnet ve  tiipiin agzina pgrafilm
konarak her tip ayri ayri alt—ﬁst‘edilmi§ ve karlglmlh kﬁpﬁrmemesiﬂe
dikkat edilmistir. Agregasyon olustuktan sonra 10 dk bekletilmis ve

daha sonraki iglemlere gecilmigtir.

Trombin ile agregasyon : Trombin ile 10 olgu caligilmigtir,
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Hazirlanan trombin soliisyonuyla ¢ok hizli pihti olusmus, denenen
degisik .‘ konsantrasyonlardaki trombin soliisyonlarina ragmen pihti
meydana getirmeyecek, fakat agregasyon saglayacak doz elde edilememisg-
tir. Bu nedenle trombin ile ¢aligmada, 3.6 ml TZP'yva 1 wu/ml'lik
trombinden 0.4 ml ilave edilmis, pihtilasma sonrasi elde edilen serumda
ferritin tayini yapilmig ve agregasyonsuz TFP'da 0lglilen ferritin

diizeyi ile karsilagtirilmigtir.

Kollajen ile agregasyon : Kollajen ile 10 olguda agregasyon
saglanmistir. Hazirlanan kollajen stok soliisyonundan 0.4 ml, 3.6 ml
TZP'ya ilave edilmis ve agregasyon igin bildirilen iglemler aynen

uygulanmigtir.

Adrenalin ile agregasyon : Adrenalin ile 10 olguda agregasyon
saglanmigtir. Hazirlanan adrenalin soliisyonundan 0.4 ml, 3.6 ml TZP'ya

ilave edilmig ve agregasyon saglanmistir.

Sonugta elde edilen trombosit  siispansiyonlari ve trombositten
fakir plazmalarda ferritin Olglimleri Nikleer Tip Anabilim Dalinda,
Ferritin RIA-Kit (Amershan) kullanilarak radioimmuno assay yontemi ile

yapilmigtir.

3. SONUCLARIN HESAPLANMASI

Istatistiki analizler Ege Universitesi Bilgisayar Aragtirma ve

Uygulama Merkezinde Student t testi uygulanarak yapilmistir.
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BULGULAR
I - TROMBOSITLERDEKI FERRITIN MIKTARI
a) Agregasyon wuygulanmadan ve uygulandiktan sonra saptanan

trombosit ferritin miktarlari Tablo - 1l'de gosterilmigtir.

b) Agregasyon uygulanmadan klasik yontemle elde edilen trombosit
ferritin degerlerinin ortalamasi 8.72 ng/lO9 trombosit olarak bulunmug-

tur'

c) ADP ile agregasyondan sonra elde edilen trombosit ferritin
miktari ortalamasi 8.664 ng/lO9 tromboSit olarak bulunmugtur. Agregas-
yon saglanmadan ve ADP ile agregasyon saglandiktan sonra elde edilen
trombosit ferritin diizeylerinin istatistiki karsilagtirilmasinda anlam-

11 bir farklilik bulunmamigtir (P>>0.05) (Tablo - 2).

d) Kollajen ile agregasyondan sonra elde edilen trombosit
ferritin miktari ortalamasi 8.735 ng/lO9 trombosit olarak bulunmustur.
Agregasyon saglanmadan ve kollajen ile agregasyon saglandiktan sonra
elde edilen trombosit ferritin diizeylerinin istatistiki karsilastiril-

masinda anlamli bir farklilik bulunmamigtir (PZ>0.05) (Tablo - 3).

e) Adrenalin iie agregasyondan sonra elde edilen trombosit
ferritin miktari ortalamasi 9.615 ng/lO9 trombosit olarak bulunmugtur.
Agregasyon saglanmadan ve adrenalin ile agregasyon saglahdlktan sonra
elde edilen trombosit ferritin diizeylerinin istatistiki kargilastiril-

masinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (P>>0.05) (Tablo - 4).

II- mmmosil'rm FAKIR PLAZMALARDA FERRITIN MIKTARY

a) Agregasyon uygulanmadan ve uygulandiktan sonra elde edilen
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trombositten fakir plazmalarda (TFP), ©lgiilen ferritin miktarlari

Tablo-5'de gosterilmisgtir.

b) Agregasyon uygulanmadan elde edilen trombositten fakir plazma

ferritin degerlerinin ortalamasi 68.9 ng/ml olarak bulunmustur.

c) ADP ile agregasyondan sonra elde edilen trombositten faki}:
plazma ferritin miktari ortalamasi 58.5 ng/ml olarak bulunmugtur.
Agregasyon saglanmadan ve ADP ile agregasyon saglandiktan sonra elde
edilen trombositten fakir plazma ferritin diizeylerinin istatistiki
kargilastirilmasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (P << 0.01)
(Tablo - 6). |

d) Kollajen ile agregasyondan sonra elde edilen trombositté;n
fakir plazma ferritin miktari ortalamasi 62.9 ng/ml olarak bulumnugtur%.
Agregasyon saglanmadan ve kollajen ile agregasyon saglandiktan sonréa
elde edilen trombositten fakir plazma ferritin diizeylerinin istatistiki
kargilastirilmasinda anlamli bir farklilik bulunmugtur (P < 0.05)
(Tablo - 7).

e) Adrenalin ile agregasyondan sonra elde edilen trombositten
fakir plazma ferritin miktari ortalamasi 62.5 ng/ml olarak bulunmugtur.
Agregasyon saglanmadan ve adrenalin ile agregasyon saglandiktan sonra
elde edilen trdmbositten fakir kplazma ferritin diizeylerinin istatistiki |
kargilagtirilmasinda anlamlly bir farklilik bulummamistir (P > O..OS)
| (Tablo ~ 8). |

f) Trombin ile pihtilagma saglandiktan sonra elde edilen serum
ferritin miktari ortalamasi 63.5 ng/ml olarak bulunmustur. Agregasyon

saglanmadan elde edilen trombositten fakir plazma ile trombinle



enkiibasyondan sonra elde edilen serum ferritin diizeylerinin istatistiki

karsilastirilmasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (P < 0.05)

(Tablo - 9).

Tablo - 1 :

Agregasyon uygulanmadan ve uygulandiktan sonra saptanan

trombosit ferritini (ng/lO9 trombosit).

Olgular Agregasyon ADP ile Kollagen ile Adrenalin ile
tncesi agregasyon agregasyon agregasyon
1 6.69 9.43 12.37 10.93
2 7.99 6.99 6.94 8.23
3 7.38 6.44 7.9 7.55
4 8.65 7.95 6.10 8.53
5 16.94 13.46 12.87 16.47
6 10.67 14.62 -~ 9.01 11.45
7 5.65 5.99 - 5.58 8.36
8 5.87 7.21 9.11 9.45
9 9.41 6.94 5.87 7.32
10 8.00 7.61 11.56 7.86

Tablo - 2 : ADP ile Agregasyonun Trombosit Ferritinine Etkisi (ng/lO9

trombosit).

Ortalama Degerler

Standart Sapma P

ADP ile agregasyondan tnce

ADP ile agregasyondan sonra

2.254

—>0.05




Tablo - 3 : Kollajen Ile Agregasyonun Trombosit

(ng/lO9 trombosit).
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Ferritinine FEtkisi

Ortalama Standart p
- Degerler Sapma
Kollajen ile agregasyondan &nce 8.720
3.250 —>0.05
Kollajen ile agregasyondan sonra 8.735 :

‘Tablo - 4 : Adrenalin Ile Agregasyonun Trombosit

(ng/lO9 trombosit).

Ferritinine Etkisi

Ortalama Standart p
Degerler Sapma
Adrenalin ile agregasyondan once 8.720 k ,
Adrenalin ile agregasyondan sonra 9.615 ;

Tablo - 5 : Agregasyon Uygulanmadan ve Uygulandiktan Sonra Trombositten

Fakir Plazma Ferritini (ng/ml).

Agregasyon | ADP ile Kollajen ile[Adrenalin ile | Trombin ile

Olgular | 4hcesi enkﬁbasyon enkiibasyon |enkiibasyon enkiibasyon
1 ' 56.89 48.24 63.34 71.79 60.00
2 63.58 42.88 62.43 57.95 58.69
3 27.73 28.37 25.52 27.01 28.66
4 12.41 14.55 12.71 12.17 13.08
5 217.83 188.22 201.70 | 199.48 201.70
6 34.70 23.62 27.71 28.97 30.75
7 53.18 47,60 50.08 38.15 45.78
8 32.08 26.94 28.89 25.69 29.23
9 56.49 48.53 42.28 45.92 49.89
10 128.41- 116.41 114.11 118.09 117.72




Tablo - 6 : ADP ile Agregasyonun TFP'nmin Ferritinine Etkisi.
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TFP'nin Ortalama |Standart P
Ferritin Degerleri| Sapma
ADP ile agrégasyondan once 68.90
‘ 9.37 <Z0.01
ADP ile agregasyondan sonra

58.50

Tablo - 7 : Kollajen ile Agregasyonun TFP'nin Ferritinine Etkisi.
TFP'nin Ortalama |Standart p
Ferritin degerleri| Sapma
Kollajen ile agregasyondan
Snee 68.90
7.39 <0.05
Kollajen ile agregasyondan 62.90

sonra

Tablo - 8 : Adrenalin ile Agregasyonun TFP'nin Ferritinine Etkisi.

TFP'nin Ortalama

Standart

P
Ferritin Degerleri| Sapma
Adrenalin ile agregasyondan 68.90
once 9.49 =>0.05
Adrenalin ile agregasyondan 62.50 ‘

sonra

Tablo - 9 : Trombin ile Enkiibasyonun TFP'nin Ferritinine Etkisi.

TFP'nin Ortalama |Standart p
Ferritin Degerleri| Sapma
Trombin ile enkiibasyondan  68.90
Once » o 5.89 < 0.05
Trombin ile enkiibasyondan 63.50 ~

sonra
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TARTISMA VE SONUG

Trombositlerin mineral igerigi ile ilgili aragtirmalar yapilirken
demir igerigi de arastirilmig ve ilk kez Maupin 1953 yilinda Ferry'nin
emisyon spektrografi ytntemini uygulayarak trombositlerde demir bulun-
dugunu gostermigtir (42). 1960 yilinda A.A.Markosjan trombositlerin
oksidasyonlardaki roliinii aragtirirken trombositlerin demir igerdikleri-
ni kalitatif olarak gostermistir (40). 1978 yilinda Baker ve 1981
yilinda Bilkay (4) yaptiklari yayinlarda trombosit demir miktarini,
sirasiyla 0.009-0.019 mikrogram/lO9 trombosit ve 0.0251 + 0.0052 mikro-

gram/lO9 trombosit olarak bildirmislerdir.

Trombosit demiri ile ilgili var olan bu cgalismalara kargin, bir
depo demiri olan ferritin ile ilgili c¢alismalara son doneme kadar
rastlamamaktayiz. Maupin 1969'da yayinladigi kitabinda histokimyasal
boya yontemi ve elektron mikroskobuyla yapilan incelemede trombositle-
rin ig¢inde ferritin bulundugunu bildirmistir (42). Kanin diger sekilli
elemanlari eritrositlerde ve beyaz seri hiicrelerinde (monosit, lenfo-
sit, graniilosit) ferritinin varllgl‘gdsterilmig ve gesitli hastaliklar-
daki degigimleri oldukga geni§'bif gekilde incelenmigtir (13,32;35,48,
56,71,73). Buna‘kargln son ylllarda yapilmsg birka¢ calisma diginda,
trombosit ferritini ile ilgili’bir galisma bildigimiz kadariyla yoktur.
Suzuki ve arkadaglari, 1985 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada,
 seruma ilave ettikleri katyonik ferritinin trombositlerin membranina
~yap1§t1g1n1, hatta trombosit igine girdigini gostermiglerdir (57). 1987
yilanda Dinger ve Karaca trombésitlerde ferritin bulundugunu bildirmig-
ler ve bu caligmada da uygulanan yoéntemle trombosit ferritin miktarini

kantitatif olarak tayin etmiglerdir. Bu arastirmada lO9 trombosite
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isabet edéﬁ ortalama ferritin miktari kadinlarda 14.40 ng, erkeklerde
15.29 ng oiarak bulunmugtur (15). Ayn1 grup tarafindan trombosit ferri-
tininin bazi hematolojik hastaliklarla iligkisi de arastirilmigtir.
Demir eksikliZi anemili olgularda trombosit ferritini normallerden
anlamli olarak daha dﬁgﬁk (ortalama deger = 4.04 + 1.2 ng/lO9 trombo-
sit), hemolitik anemili ve losemili olgularda yiiksek (sirasiyla 119.20
ng/10° trombosit ve 192.08 ng/lng trombosit) olarak bildirilmig ve
trombosit ferritininin demir depolarinin durumunu yansitabilecegi ileri

stiriilmigtir (11,15).

Biz de, bu calismamizda trombosit ferritininin trombosit  fonksi-
yonu ile iligkisini, agregasyon olayi sirasinda trombosit igindeki

ferritinin ortama salinip salinmadifini saptamak istedik.

Calismamizda 10 olgudan klasik.‘ybntemle elde edilen trombosit
topaginda trombosit ferritini ortalama degeri 8.72 ng/lO9 trombosit
olarak bulunmustur. Bu degef Dincer ve Karaca'nin normallerde belirtmig
oldugu degerlerden daha diisik olmasina karsin, demir eksiklifi anemili
olgularda bildirilenden belirgin olarak daha yiiksektir ve sonug¢lardaki
farklilifin serum ferritin diizeyleri ile iligkili oldugu dﬁgﬁnﬁlebilir.‘

Calismamizin temei amaci, trombositlerdeki ferritinin agregasyon '
yapicl xuaddelerlé degigip degismediginin saptanmasiydi. Trombositler
adezyon—agregasyon haliné gecgtiklerinde veris mekénizmé31 igler ve bu
vérig oiayl viskoz metamorfozla tamamlanir. Verisg olaj1 éeiektif bir
oléy olup, mitdkondrilerin, sitosol ve membranlarin igerdigi maddeler
selektif olarak tutulmaktadir. Holmsen ve Day, trombinin meydana'getir-jki

digi trombosit verig olay1 tizerinde selektif bir etkiye séhip oldugunu,
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bu arada adenin nukleotidler, Laktad dehidrogenaz ve sitokrom C oksi-
daz'in tuﬁulan maddeler arasinda oldugunu bildirmigtir (2). Trombosit-
ylerin spesifik uyarilara kargi depo graniilierinin igerdigi maddeleri
salgiladiklari bilinmektedir. Trombositlerde 2 tip depo graniili olup,
bunlardan birincisi yofun graniiller, digeri ise alfa graniillerdir (47).
Cegitli agregasyon yapici maddelerden ADP ve adrenalinin sadece yogun
graniilleri, kollajen ile trombinin ise her iki depoyu bosalttigi goste-
rilmigtir (27). Bizim ¢alismamizda ADP, Kollajen, Adrenalin ile trombo—?
sitler enkiibe edildiginde agregasyon yapici maddelerden once ve sonra
trombosit ferritininde anlamli bir fark bulunmamigtir. Bu da agregasyon
sirasinda ferritinin salinmadigini gostermektedir. Trombosit ferriti-
nindeki agregasyon sonrasi olabilecek degisikliklerin kontrolii olabile-
cegi diigiincesi ile agregasyon uygulanmadan ve uygulandiktan sonra elde‘
edilen trombositten fakir plazmalarda (trombin ile uygulamada serumda)
da ferritin diizeyleri 6lcllmiigtiir. Adrenalin ile enkiibasyondan sonra;
elde edilen trombositten fakir plazmalarda anlamli bir farklilik bulun—1
mamlig, ancak ADP, kollajen ‘ve trombin ile enkﬁbasyknmkul sonra elde
edilen trombositten fakir plazmalarda istatistiki olarak anlamli bir
farklilik bulunmﬁ§tur. Bu sonucglar, agregasyon tncesi ve sonrasi sapta-
nan trombosit ferritin sonuglarl ile uyumsuzdur. Ayrica, agregasyon
sonrasi salinim oluyorsa, agregasyon sonras1 elde edilen plazmada
ferritin diizeyinin yiikselmesi beklenirken, bizim gallgmamlzda bunun tam
tersi sonuglar bulunmus, ADP, kollajen; adrenalin ve trombin ile
enkﬁbasyoﬁdan sonra elde edilen trombositten fakir plazmalarin ortalama
férritin degerleri, agregasyon 6ncesi elde edilen trombositten fakir

plazmanin ortalama ferritin degerinden daha diisikk bulunmustur. Bu
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agamada bu diigmenin nedeni kesin olarak agiklanamaz. Bir ola5111k
olarak, agregasyon sirasinda serum ferritininin trombosit membranina
absorbe oldugu ve agregasyon sonrasi trombositler 3 kez yikandigi igin,
bu yikama sirasinda absorbe olan fErritiniﬁ tekrar uzaklagtirildigir ve
bu nedenle trombositlerde saptanan ferritin diizeylerini degistirmedigi
ve bu arada plazmada ferritin diizeyinin diistiigi ileri siiriilebilir.
Suzuki ve arkadaslarinmin 1985'de yayinladiklari bir g¢alismada. seruma
ilave ettikleri katyonik ferritinin trombositlerin membranina yapisti-
gini, hatta trombositkigine girdigini gostermiglerdir (57). Bu caligma

da yukarida ileri stirdiiflimiiz goriislin dogru olabilecegini gostermekte-
dir. Ancak bu konuda heniiz kesin bir sey soylemek ig¢in erkendir ve bu
goriisiin dogru olup olmadigini saptamak icin trombosit yikama soliisyo-
nunda, yikama igleminden sonra ferritin olup olmadigi arastirilabilir.
Bunun disinda bu durumu agiklamakta bilmedigimiz bir mekanizma da

gecerli olabilir.

Sonu¢ olarak, bu caligmamizda 109 trombosite isabet eden ferriti-
nin 8.72 ng oldugu ve agregasyon sirasinda ortama verilmedigi gosteril-

~ migtir.
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Bu calisma, trombositlerin icerdigi ferritinin agregasyon sira-

sinda ortama verilip verilmediginin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Normal 10 olguda klasik ybtntemle trombosit topagi elde edilmigive
bu topak ile, elde edilen TFP'da ferritin ol¢iimleri yapilmistir. Daha
sonra, ADP, kollajen ve adrenalin ile agregasyon saglanmis ve agregas4
yon sonrasi elde edilen trombositlerde Qe TFP'larda, ve trombin ile
elde edilen serumda ferritin 6lglimleri yapilmigtir. Olciimler radioimmun

assay yontemi ile yapilmistir.

Saptadigimiz bulgular su sekilde ozetlenebilir :

1. Klasik yontemle elde edilen 107 trombosite isabet eden ortala-
ma ferritin miktari 8.720 ng olarak bulunmustur.

2. ADP, kollajen ve adrenalin ile agregasyondan sonra trombosit
ferritin miktari Slciildiigiinde, ADP ile agregasyondan sonra 8.664‘ng/109
trombosit, kollajen ile agregasyondan sonra 8.735 ng/lO9 trombosit ve
adrenalin ile agregasyondan sonra 9.615 ng/lO9 trombosit olarak bulun-
mugtur. Bu bulgular trombosit ferritininin agregasyon 31ra31ﬁda ortama
verilmedifini gostermektedir.

3. ADP, kollajen, adrenalin ve trombin’ile enkiibasyon uygulanma-
dan ve uygulandiktan sonra elde edilen TFP'larda ferritin diizeyi 0lgiil-
miis, enkiibasyondan once 68.9 ng/ml, ADP ile enkiibasyondan sonra 58.5
ng/ml, kollajen ile enkilbasyondan sonra 62.9 ng/ml, adrenalin ile
k‘enkﬁbasyondan‘sonra 62.5 ng/ml ve trombin ile enkiibasyondan sonra 63.5
ng/ml olarakb bulunmugtur. Adrenalin ile enkiibasyon disinda diger’
agregan maddelerle agregasyon slra81nda TFP ferritin diizeylerinde

istatistiki olafak anlamli bir diigme oldugu saptanmigtir. Bu  diismenin
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nedeninin, agregasyon sirasinda serum ferritininin trombosit membranina
absorbe oimus ve yikama iglemi sarasinda absorbe olan ferritinin tekrar
ﬁzaklagtlrllmlg olabilecegi dustniilmiigtiir. Bunu saptamak igin yikama
igleminden sonra trombosit yikama soliisyonunda ferritin olup olmadigi-

nin arastirilmasi gerekmektedir.
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