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Trombosit-lokosit fonksiyonel etkilesiminin in-vitro
kosullarda incelenmesi

In-vitro evaluation of platelet-leucocyte functional interaction

Ali Yakaryilmaz

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Amag: Trombositler ve nétrofiller hemostatik ve inflamatuvar cevaplarin énemli hiicreleridir. N6t-

Ankara rofillerin serbest oksijen radikalleri aracihgi ile doku faktéri tretimi ve trombosit aktivasyonunu
diizenleyerek ateroskleroz ve tromboz patogenezinde 6nemli rol oynayabilecedi vurgulanmak-
tadir. Diger yandan trombositlerin de inflamasyonda rolii olabilecegi diistinilmektedir. Sunulan
calismada saglikli geng eriskinlerden alinan kan érneklerinde trombosit-nétrofil fonksiyonel etki-
lesiminin in-vitro kosullarda arastiriimasi planlanmistir.
Gereg ve Yontem: 19 ile 26 yaslari arasinda, saglkli 14 erkek goniilli calismaya alindi. Calismanin
ilk asamasinda trombositten zengin plazmaya eklenen nétrofil stispansiyonunun impedans tek-
nigi ile élciilen hiicreler arasi agregasyona etkisi arastirild. ikinci asamada trombinle inkiibe edi-
len trombositlerden elde edilen siipernatantin notrofil slispansiyonunda agregasyona ve kemi-
luminesansa etkisi arastirildi. impedans teknigi kullanilarak degerlendirilen nétrofil agregasyonu
ve lumi-agregometre kullanilarak nétrofil kemiluminesansi él¢iildii. Uglincii asamada N-formyl-L-
methionyl-L-Leucyl-L-Phenylalanine (FMLP) ile uyarilan nétrofillerden elde edilen siipernatantin
trombosit slispansiyonunda agregasyon ve ATP sekresyonu uzerine etkisi arastirildi.
Bulgular: Calismanin ilk asamasinda yiizeye (elektrodlara) tutunmus trombositlere nétrofil eklen-
mesinin agregasyon siddeti lizerine etki géstermedigi gézlendi. ikinci asamada trombinle inkiibe
edilen trombositlerin sekretuvar Griinlerinin notrofil agregasyonunu azalttigi (p<0.05), oysa not-
rofil kemiluminesansini artirdigi (p<0.05) saptandi. Calismanin tictincli asamasinda FMLP ile uya-
rilan noétrofillerden elde edilen siipernatantin trombosit agregasyonu ve ATP sekresyonu Ulzerine
etkisinin olmadigi saptandi.
Sonug: Sunulan calisma trombosit kokenli Grtinlerin nétrofil fonksiyonlarini etkiledigini gosterdi.
Cok basamakli ve karmasik bir stireg olan nétrofil aktivasyonunda bu drtinlerin rollerinin ayri ayri
incelenmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar sozclikler: Trombosit agregasyonu, trombosit sekresyonu, nétrofil agregasyonu, nétrofil
kemiluminesansi.

Aim: Platelets and neutrophils are effector cells of inflammation and hemostasis. It is emphasized
that neutrophils regulate platelet activation in atherosclerosis and thrombosis pathogenesis by
tissue factor and free oxygen radicals. On the other hand, platelets can play a role in inflammatory
responses. In this study, we aimed to investigate the functional interaction between platelet and
neutrophil.
Materials and Methods: 19 and 26 years old volunteer healthy men joined to the study. Platelet
aggregation was measured by impedance technique and ATP secretion was measured by biolu-
minescence technique. In the first stage, the effect of neutrophil suspension added to platelet
rich plasma on aggregation measured by impedance technique was investigated. In the second
stage, neutrophil aggregation and chemiluminescence with the supernatant of thrombine pre-
treated-platelets are investigated. In third stage, platelet aggregation and ATP secretion with
the supernatant of N-formyl-L-methionyl-L-Leucyl-L-Phenylalanine FMLP pretreated-neutrophils
) were investigated.
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natant increased neutrophil chemiluminescence (p<0.05), but decreased neutrophil aggregation
in the second stage (p<0.05). Neutrophil supernatant had no effect on platelet aggregation and
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Conclusion: The present study demonstrated that platelet supernatant decreases neutrophil
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Trombositler ve notrofiller doku yaralanmasindaki he-
mostatik ve inflamatuvar cevaplarin 6nemli hiicreleridir.
Miyokard infarktiisii, “stroke” ve Akut Respiratuvar Distres
Sendromu (ARDS) gibi damar bozukluklarini iceren he-
mostatik ve inflamatuvar siireglerde birlikte yer alirlar (1).
Notrofillerin serbest oksijen radikalleri araciligt ile doku
faktorii tiretimi ve trombosit aktivasyonunu diizenleyerek
ateroskleroz ve tromboz patogenezinde 6nemli rol oynaya-
bilecegi vurgulanmaktadir (2,3). Diger yandan trombosit-
ler inflamatuvar yanitta rol alan aracilarindan biri olarak
kabul edilir. Trombosit kokenli cesitli mediatorlerin (PF4,
(TG) nétrofil kemotaksis ve fagositozunu indiikledigi veya
regiile ettigi 6ne siriilmektedir (4,5). Noétrofil-trombosit
etkilesiminde cesitli kimyasal aracilarin yanisira kontakt
faktorlerin de rol oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir (6,7,
8,9). Sunulan aragtirmanin amaci trombosit ve nétrofille-
rin fonksiyonel iligkisi, buna aracilik eden mekanizmalarin
ve maddelerin aydinlatilmasina katkida bulunmakur. Bu
amagla aktif trombosit ve trombosit sekresyon tirtinlerinin
notrofil agregasyonu ve kemiluminesansina etkileri ile akeif
nétrofiller ve noétrofil tiriinlerinin trombosit agregasyonu
ve sekresyonu tizerine etkilerinin aragtirilmast planlanmug-
tr.

Gere¢ ve Yontem

Denekler: Calismaya 19 ile 26 (22,35+3,35y1l) yaslari
arasinda, saglikli 14 erkek géniillii alindi. Deneklerin son
10 giin i¢inde trombosit fonksiyonlarini etkiledigi bilinen
bir ajana maruz kalmamis olmasina 6zen gosterildi. Go-
niilliilerin bilgilendirildigi ve onayinin alindigini gésteren
belge goniilliiler tarafindan okunup imzalandi. Kan 6rnek-
leri: Hafif bir kahvaltudan yaklasik 2 saat sonra, saat 9-9:30
arast, deneklerin antekiibital venlerinden 21G kelebek se-
tiyle girilerek 50 cc kan 1:9 (antikoagiilan:kan) oraninda
%3.8 Na sitrat igeren silikonize tiiplere alindi. Deneklerin,
l6kosit, eritrosit, trombosit ve lenfosit sayilari ile hemoglo-
bin ve hematokrit degerleri, Coulter T 890 tam kan sayimi
cihazi ile degerlendirildi. Bu degerler ve tam kanda ADP
ile indiiklenen trombosit agregasyon degerleri normal si-
nirlarda olan kanla galisildi. Trombosit {zolasyonu: Trom-
bositten zengin plazma (PRP) elde etmek icin, kan 24 °C,
300xg hizda 15 dk santrifiije edildi. Elde edilen PRP, ADP
(10pM, Chronolog Reagent) ile indiiklenerek trombosit
agregasyonu degerlendirildi. Normal agregasyonu olan
deneklerde 1000pl PRP ayrilarak 5pl asetilsalisilik asit
(ASA) eklenip oda sicakliginda bekletilmeye alindi. Kalan
PRP 1000xg hizda 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
trombosit pelleti modifiye “Hank’s Balanced Salt Solution”
(mHBSS) (NaCl 137 mM, KCl 5.4 mM, Na2HPO4 0.34
mM, KH2PO4 0.44 mM, Glukuz 5.5 mM, NaHCO3 4.2

mM, Albiimin 20 mg/ml, pH 7.4) ile yikanarak trombosit
sayst fizyolojik sartlara uygun olarak nétrofillerin 40 katt
olacak sekilde resuspanse edildi (10).

Nétrofil Izolasyonu: PRP alindiktan sonra kalan kan 50
ml'lik tiiplere konup tizerine, her 8 cc kan i¢in 1 ml “Va-
rihes” (Hidroksietil nisasta (HES) 450/0.7, %6’lik ¢ozelti)
eklendi. +4 °C'de 1 saat sedimentasyona birakildi. 1 saatin
sonunda tistteki plazma toplandi. Her 8 cc plazmaya karsi-
lik 3 cc Ficoll histopaque-1077 olacak sekilde, tiipiin dibine
Ficoll ve iistiine 4 cc soguk mHBSS eklendi. Ustiine plazma
yayilarak, +4 °C 1600 rpmde 20 dk. santrifiij edildi. Islem
sonucunda kan hiicreleri dansite gradiyentine gore tabaka-
landi. En altta nétrofiller ve az miktarda eritrosit (eritrosit-
lerin biiyiik cogunlugu “Varihes” sedimentasyonu ile ekarte
edildi), tstiinde Ficoll, bunun tistiinde beyaz bir tabaka sek-
linde lenfositler ve en tistte ise hiicreden fakir plazma tabaka-
st yer aldi. PNL pelleti tistiindeki kisim auldi. Noétrofillerle
birlikte bulunan eritrositlerin hemolizi igin 3 cc distile soguk
su eklendi, 30 sn. karistirilip bekletildikten sonra tistiine 3
cc %3’likk NaCl eklendi ve kargtirildi. 4ml mHBSS eklenip
+4 °Cde 1600 rpmde 20 dk. santrifiij edildi. PNL pelleti
astiindeki kisim atilarak 500 pl soguk mHBSS ile restispan-
se edilip notrofil sayildi. Eger PNL pelletinde trombositle
fazla bulag varsa, pellet yine 5 cc mHBSS eklenerek +4 °Cde
500 rpmde santrifiij edildi. Nétrofillerin sayisi trombositle-
rin sayisinin 40°da biri olacak sekilde mHBSS ile resiispan-
siyonu yapildt (7,11). Notrofillerin canliliginin testi igin,
trypan blue kullanildi. 0.1 g trypan blue 10 ml distile suda
hazirlandi. 100 pl nétrofil pelleti, 200 pl mHBSS ve 100
pl tyrpan blue ile karigtirildi. Notrofillerin tyrpan blue’yu
fagosite etmesi i¢in 1-3 dk. beklendikten sonra, lam tizerine
yaylp kurumaya birakildi. Nétrofilleri daha net degerlendi-
rebilmek i¢in zemin Giemsa ile boyandi. Mikroskopta x1-
00’litk bitytitmede degerlendirildi (12).

Trombosit agregasyonu: Agregometre cihazinda (Whole-
Blood Aggro-Meter Model 560 Chrono-Log Corporati-
on, PA, USA) impedans teknigi ile bakildi. Teknik 6rnege
daldirilan iki platin elektrod direncin dl¢timiine dayanur.
Once iki elektrot iistiine trombositler bir tabaka halinde
yapisir. Agonist madde ile aktive olan trombositler elekt-
rodlar tizerinde tabakalasarak kiimelenir. Artan trombo-
sit sayist elektrodlar arasinda direnci artirir (13). 900 pl
PRP ya da trombosit siispansiyonu 1000 pl'lik silikonize
kiivetlere alindi. Orneklere konulan teflon kapli karistiri-
ctlar (stir bar) 1000 rpm hizda dondiiriildii. Cihaz, grafik
tizerinde 8 cm 20 ohm’luk dirence karsilik gelecek sekilde
ayarlandi. Elde edilen egri tizerinde maksimum ve mini-
mum direngler arasindaki fark ohm cinsinden agregasyo-
nun siddeti olarak degerlendirildi. Trombosit agregasyonu
trombin (0,8U/ml, Chronolog Reagent) ile indiiklendi.
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Trombosit ATP Sekresyonu: Trombosit yogun cisimlerinden
sekrete edilen ATP miktar1 WB agregometre kullanilarak
biyoluminesans teknigi ile 6lgiildii. Bu teknik ile ATP
miktar;, PRP veya tam kana eklenen, bir tampon fosfor
bilesigi olan lusiferinin ATP varliginda verdigi 151k siddeti
olciilerek saptanir (Lusiferin+ATP+O2 lusiferaz+ Mg AM-
P+PP+CO2+oksilusiferin+1sik). Ortaya ¢ikan isigin siddeti
ile orantili olarak cihaz tarafindan tiretilen voltaj kaydedi-
lir (14). Trombin ile indiiklenen trombosit agregasyonunu
takiben 6rneklere 100yl lusiferin eklendi. Aktif trombo-
sitlerden sekrete edilen ATP ile kaydedilen voltaj, drnege
(900pl PRP ya da trombosit suspansiyonu) bilinen miktar
ATP (2nM) eklenerek elde edilen standart ile karsilastiri-
larak hesapland..

Notrofil agregasyonu: N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-
L-phenylalanine (FMLP) (5x10-7M final konsantrasyon-
da) ile uyarilan nétrofillerde agregasyon Whole-Blood
Aggro-Meter (Model 560WB, Chrono-Log Corporation,
PA, USA) kullanilarak impedans teknigi ile degerlendiril-
di. Cihaz, grafik tizerinde 16cm 20 ohm’luk dirence kargi-
lik gelecek sekilde ayarlandi. 1000pl 6rnek igine 400 rpm
hizla dénen manyetik karistirici eklendi. Elde edilen egri
tizerinde maksimum ve minimum direngler arasindaki fark
ohm cinsinden agregasyonun siddeti olarak degerlendirildi
(15).

Notrofil kemiluminesans:: FMLP ile uyarilan nétrofil
agregasyou ile es zamanli kemiluminesans 6l¢iimii amaci
ile 6rneklere 500pM/ml final konsantrasyonunda luminol
eklendi. Cihazin biyoluminesan kanali kullanilarak nétro-

fil kaynakli kemiluminesan kaydedildi (15,16).

Deney protokolii

Calismanin ilk agamasinda trombosit ve nétrofilin kon-
take etkilesimini degerlendirmek igin:

1. 900 pl PRP tizerine 100 pl mHBSS eklenerek hazir-
lanan 6rneklere 0,25 U/ml trombin eklenerek agregasyon
siddeti degerlendirildi.

2. 100 pl notrofil resiispansiyonu 0.25 U/ml trombinle
10 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, 900 pl PRP ek-
lenip agregasyon siddeti kaydedildi. Caligmanin ikinci asa-
masinda aktif trombositlerden elde edilen siipernatantn

noétrofil agregasyon ve kemiluminesansina etkisi arastirild.
Trombin ile 10 dakika inkiibe edilen trombosit suspansi-
yonu Eppendorf mikrosantrifij ile 10.000rpm’de 3 dakika
stire ile santrifiij edilerek trombosit supernatanu elde edil-
dikten sonra:

1. 500pl Notrofil stispansiyonu + 500pl mHBSS ile
diliie edilerek, 16pl luminol ve 5ul FMLP (5x10-7 M) ek-
lendi. 20 dakika beklenerek nétrofil agregasyonu ve kemi-
luminesansi degerlendirildi.

2. 500pul Notrofil stispansiyonuna + 500pl trombosit
stipernatanti eklendi. 16p! luminol ve 5pl FMLP eklenerek
noétrofil agregasyon ve kemiluminesansi degerlendirildi
Caligmanin {i¢iincii asamasinda aktif notrofillerden elde
edilen siipernatantin trombosit agregasyonu ve ATP sek-
resyonuna etkisi arastirildi. FMLP ile 10 dakika inkiibe
edilen nétrofil suspansiyonu Eppendorf mikrosantrifiij ile
10000rpmde 3 dakika siire ile santrifiij edilerek nétrofil
supernatantt elde edildikten sonra: 1-500pl Trombosit
stispansiyonu + 500pl mHBSS ile diliie edilerek, trombin
eklendi. Trombosit agregasyonunu takiben 25yl lusiferin
eklenerek ATP sekresyonu degerlendirildi. 2-500pl Trom-
bosit siispansiyonuna + 500pl nétrofil siipernatanti eklen-
di. Trombin ile indiiklenen trombosit agregasyonunu taki-
ben lusiferin eklenerek ATP ve sekresyonu degerlendirildi.
[statistiksel degerlendirme: Gruplar arast farklar non-para-
metrik Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Degerler ortalama
(X) + standart sapma (SD) olarak verildi.

Bulgular

Deney grubunun trombosit sayist ortalama 184900+
34100/mm?®, nétrofil sayist 6200+1290/mm? olarak sap-
tandi. Calismanin ilk asgamasinda, trombin ile aktive edi-
len PRP’da agregasyon siddeti ile trombinle inkiibe edilen
nétrofil siispansiyonu+PRP'da 6lgiilen agregasyon siddeti
arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadigs saptandi
(p>0.05). Agregasyon siddeti degerleri Tablo-1de verilmis-
tir. Calismanin ikinci agsamasinda degerlendirilen; FMLP
ile indiiklenen nétrofiller ile aktif trombosit stipernatant
eklenen ve FMLP ile indiiklenen nétrofillerde agregasyon

Tablo 1. Trombinle indiiklenen PRP ve trombinle inkiibe edilen nétrofil sispansiyonu eklenen PRP’da kaydedilen agregasyon

siddeti (ohm) (n=11).

PRP
(X=SD)

Ntrofil+PRP
(X+SD)

Agregasyon Siddeti (Ohm) 19.5455 +£12.3079

20.9318 = 11.2656 p>0.05

Ali Yakaryilmaz
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Tablo 2. FMLP ile indiiklenen nétrofiller (notrofil siispansiyonu) ile aktif trombosit siipernatanti eklenmis ve FMLP ile indiiklenen nétrofillerde
(notrofil sispansiyonu + trombosit siipernatanti) agregasyon siddeti ve kemiluminesan degerleri (n=7).

Agregasyon Siddeti (Ohm)

Kemiluminesan (Unite)

(X=SD) (X=SD)
Notrofil siisp. 4.95+0.599 87.88+32.07
Notr. siisp. + Tromb. Siipernatanti 1.23+0.976 379.56+187.04
p=0.046 p=0.048

Tablo 3. Trombinle indiiklenen trombositlerde (trombosit siispansiyonu) ve aktif notrofil siipernatanti eklenen ve trombinle indiiklenen
trombositlerde (trombosit siispansiyonu + nétrofil siipernatanti) agregasyon siddeti ve ATP sekresyonu (n=7).

Agregasyon Siddeti (Ohm)

ATP Sekresyonu (nM)

(X=SD) (X=SD)
Trombosit siisp. 3.47+1.36 1.06+0.51
Tromb. siisp. + Notr. Siipernatanti 3.53+2.03 0.90+0.54

p=0.866 p=0.7

siddeti ve kemiluminesan degerleri Tablo 2'de verilmistir.
Trombosit siipernatantinin eklenmesi ile notrofil agregas-
yonunun istatistiksel olarak 6nemli derecede azaldig:
(p=0.046), nétrofil kemiluminesansinin ise arttugt (p=0.0-
48) saptanmugtir. Calismanin Giglincii agamasinda kaydedi-
len trombinle indiiklenen trombositlerde ve aktif notrofil
stipernatanti eklenen ve trombinle indiiklenen trombosit-
lerde agregasyon siddetleri ve ATP sekresyon miktarlarina
ait degerler Tablo 3'de verilmistir. Gruplar arasinda anlamli
fark olmadig1 gézlenmistir (p=0.86, p=0.7).

Tartisma

Sunulan ¢alisgmada trombositler ve nétrofiller arasin-
daki fonksiyonel etkilesiminin in-vitro kosullarda ortaya
konmasi amaclanmistir. Trombosit fonksiyonlarinin de-
gerlendirilmesinde impedans teknigi kullanilarak PRP’da
trombosit agregasyonu, biyoluminesan teknigi kullanila-
rak ATP sekresyonu degerlendirilmistir. Trombosit agre-
gasyonunun degerlendirilmesinde partikiil sayma, optik
ya da impedans teknigi kullanilabilmektedir (17). Ilk iki
yontem olusan agregatin boyutlar ile ilgili bilgi vermedi-
ginden, tam kanda da degerlendirme yapilabilen impedans
yontemi tercih edilmektedir. PRP hazirlanmasi sirasinda
daha aktif olan biiyiik capli trombositlerin kaybina bag-
Ii farklt sonuglar alinabilecegi vurgulandigindan ¢aligma-
da tam kanda ve tam kandan elde edilen PRP’da ADP ile
inditklenen trombosit agregasyonu degerlendirilmis ve

normal yanit alinan deneklerle ¢aligilmistir. Trombosit ak-
tivasyonu ile tim graniil igeriklerinin es zamanli salindig
bilinmektedir (18). Trombosit sekresyon fonksiyonu gesitli
yontemlerle degerlendirilebilir. Trombosit kokenli pro-
teinlerin (PF4, (TG) RIA veya ELISA ile 6lgiimii yaygin
olarak kullanilmaktadir. Biyoluminesan teknigi ile ATP
salinimi agregasyonla es zamanli degerlendirilebilmekte
ve agregasyon-sekresyon iliskisi konusunda bilgi verme-
si nedeni ile tercih edilmektedir (19). Fagositoz sirasinda
noétrofillerde belirgin oksidatif metabolizma degisiklikle-
ri olmaktadir ve nétrofil kemiluminesans: artmaktadir.
Notrofil kemiluminesansi, membran bagimli NADPH
oksidaz ve graniil kokenli miyeloperoksidaz aktivitesi ile
siiperoksit anyonu olusumuna bagimlidir. Kemilumine-
san yanitint ampfiliye eden luminoliin tanimlanmast ile,
nétrofil fonksiyonlarinin incelenmesinde, liiminol bagimli
kemiluminesan 6nemli bir yontem haline gelmistir (9,20).
Impedans teknigi ile noétrofil agregasyonun incelenmesi
ise, notrofil aktivasyonu ve adezyon fonksiyonlarinin in
vitro degerlendirilmesi bakimindan duyarli bir yéntemdir
(21). Sunulan ¢alismanin ilk asamasinda trombinle inkiibe
edilen PRP’da ve trombinle inkiibe edilen notrofil siispan-
siyonu eklenen PRP'da agregasyon siddeti karsilastirildi.
Calisma kosullarinda, yiizeye (elektrotlara) tutunan akeif
trombositlere nétrofil eklenmesinin agregasyon siddetinde
onemli degisiklik olusturmadig saptandi. Dolagimda aktif
trombositler tarafindan eksprese edilen (disa vurulan) P-
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selektinin nétrofillerin adezyonuna aracilik ettigi gosteril-
mistir. P-selektin bagimli basamagin CD11b/CD18( Mac)
aracihigi ile gergeklesen siki adezyon baglanust ile devam
ettigi ve ¢ok basamakli oldugu gosterilmistir (8,22). An-
cak bazi arastiricilar tarafindan trombositle indiiklenen
nétrofil adezyonunun yiiksek makaslama kosullarinda et-
kin oldugu ve P-selektin aracili adezyonun hizli ve geci-
ci oldugu vurgulanmaktadir (22,23). Calismada kullani-
lan agregometre ile hiicreler makaslama kuvvetine maruz
kalmamaktadir. Notrofil siispansiyonunun eklenmesiyle
agregasyon siddetinin degismemesi in vitro kosullarda not-
rofil-trombosit hiicre temasinin notrofil adezyonu tizerine
etkili olmadig1 gibi trombosit adezyonu ve agregasyonu
tizerine de etkili olmadigini gdstermistir. Trombositlerin
ya da driinlerinin nétrofil fonksiyonlar: tizerine etkileri
konusunda celigkili arastirma sonuglarina rastlanmaktadir.
In vitro kosullarda gerceklestirilen galismalarda nétrofil:
trombosit orant 6nem kazanmakrtadir. Sunulan ¢alismada
fizyolojik kosullara uyacak sekilde 1:40 notrofil:trombo-
sit orani kullanilmigtir. Maschio ve arkadaslari (24) akeif
trombositlerin notrofil lizozomal enzim salinimini artirdi-
gin1 ancak trombosit siipernatantlarinin degraniilasyona
etkisi olmadigini gostermistir. Drabikova ve arkadaglar
(25) trombositlerin liiminol bagimli nétrofil kemilumine-
sansint azaltugint ileri siirerken, birgok arastirict trombosit
triinleri ile nétrofil kemiluminesansinin arttigini belirt-
mektedir (8,9,26). Trombositten salinan Trombosit faktor
4 (PF4) ve ATP’nin, notrofil ici kalsiyum diizeyini artirarak
trombosit ile tetiklenen notrofil kemiluminesansina araci-
lik ettigi one siiriilmektedir (7,27,28). Sunulan ¢aligmanin
ikinci asamasinda trombosit sekretuvar triinlerinin nét-
rofil agregasyonu ve kemiluminesansina etkisi arastirildi.
Trombositler 10 dakika trombinle inkiibe edildikten sonra
santrifiij edilerek stipernatant alindi. Trombosit siiperna-
tantt eklenen notrofillerde birgok arastirma sonucu ile de
uyumlu olarak kemiluminesansin arttig1 ancak, agregasyo-
nun azaldigs gézlendi. Notrofil aktivasyonu gok basamakli
ve karmasik bir siirectir. Trombositler ve tirinlerinin siire-
cin farkli basamaklarinda farkli etkiler olusturmasi olasidir.
Aktif trombositlerin kendileri de nétrofillere adhere ol-
maktadir. Ancak ¢alismada trombosit siipernatantinin not-
rofil adezyonu ve agregasyonunu baskiladigi gozlenmistir.

Nitekim Iwabuchi ve Yamashita (29) trombinle aktive olan
insan trombositlerinden salinan ve tip IV kollajen resep-
torleri araciligiyla nétrofil adezyonunu engelleyen bir fak-
tor (AIF) tanimlamiglardir. Literatiirde FMLP ile uyarilan
nétrofillerin trombosit aktivasyonuna yol agtigint belirten
calismalara rastlanmakeadir (1,30). Aktif notrofillerden sa-
linan katepsin G ve serbest radikallerin trombositleri aktive
ettigi one siiriilmekeedir (31,32). Ancak serbest oksijen ra-
dikallerinin trombosit aktivasyonundaki rolii agik degildir
ve doz bagimlidir (33). Bu ¢aligmada nétrofil siipernatan-
unin trombosit agregasyon ve sekresyonunu etkilemedigi
gozlendi. Evangelista ve arkadaglart (30) trombosit akti-
vasyonu i¢in nétrofil-trombosit temasinin 6n kosul oldu-
gunu, salinan katepsin G’nin yiiksek konsantrasyonlarda
ve inhibitérlerden korunmus olmasi gerektigini vurgula-
maktadir. Sunulan ¢alismanin ilk basamaginda trombinle
indiiklenen nétrofil stispansiyonunun PRP’a eklenmesi ile
agregasyon siddetinin degismedigi gosterilmistir. Ancak bu
basamakta nétrofiller FMLP ile aktive edilmemistir. Lite-
ratiir bulgulart ve sunulan ¢alismanin sonuglari nétrofille
indiiklenen trombosit agregasyonunun degerlendirilme-
si igin aktif notrofil ve trombositlerin dogrudan temasini
saglayan kosullarda incelenmesi gerektigini diisiindiirmek-
tedir. Diger yandan Aziz ve arkadaglar1 (34) notrofiller ta-
rafindan salinan elastazin trombositlerde GPIb kaybina yol
agu@ini gostermis ve bunun fizyolojik 6nemi olabilecegini
one stirmustiir. Trombosit aktivasyonu da karmagik ve hala
¢ok bilinmeyenli bir siiregtir. Gerek trombosit aktivasyo-
nu ve gerek notrofillerin trombosit aktivasyonuna etkileri
konusunda ileri diizeyde ¢aligmalara gereksinim vardir. Bu
caligma aktif trombosit triinlerinin nétrofil kemilumine-
sansini artirip agregasyonu azaltarak notrofil fonksiyonla-
rint etkiledigini gdstermistir. Bu sonug, siiregte rol oynayan
aracilar ve mekanizmalar konusunda ileri diizeyde gergek-
lestirilecek sonuglarla birlikte trombosit ve nétrofillerin
birlikte yer aldigi hemostaz ve inflamasyon gibi fizyolo-
jik mekanizmalarin yanisira, miyokard infraktisii, stroke
ve ARDS gibi patolojik siireglerin aydinlanmasina katki-
da bulunacakur. Noétrofillerin trombositler tizerine etkisi
konusunda ise hiicre-hiicre temasini saglayan ve dolasim
sisteminin ozelliklerine uyan kosullarda ¢aligmalara gerek-
sinim oldugu sonucuna varilmistir.

Ali Yakaryilmaz

55



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2005; 58(2)

Kaynaklar

1. Maschio D, Dejena E, Bazzoni G. Bidirectional modulation of
platelet and polymorphonuclear leukocyte activities. Ann Hematol
1993; 67:23-31.

2. Cadrey Y, Dupovy D, Boneu B et al. Polymorphonulear leukocytes
modulate tissue factor production by mononuclear cells: role of
reactive oxygen species. ] Immunol 2000; 164:3822-3828.

3. Klebanoffs CRA. Neutrophil-platelet interaction mediated by
myeloperoxidase and hydrogen peroxidase. ] Immunol 1980;
124:399.

4. Brandt E et all. The (TG and PF4; blood platelet-derived CXC
chemokines with divergent roles in early neutrophil regulation.
Leukoc Biol 2000; 67:471-478.

5. Ehlert JE et all. Down-regulation of neutrophil functions by the
ELR(+) CXC chemokine platelet basic protein. Blood 2000;
96:2965-2972.

6. Napota K et all. Activated platelets induce superoxide anion
release by monocytes and neutrophils P-selectin. ] Immunol 1993;
151:3267-3273.

7. RufA. etal. Contact-induced neutrophil activation by platelets in
human cell suspensions and whole blood. The American Society of
Hematology 1992; 80:1238-46.

8. RufA. et al. Platelet-induced neutrophil activation: platelet-
expressed fibrinogen induces the oxidative burst in neutrophils by
an interaction with CD11¢/CD18. Br ] Haematol, 1995; 90:791-
96.

9. Aziz KA, Cawley JC, Zuzel M. Platelets prime PNL via released
PF4. mechanism of priming and synergy with GM-CSE British
Journal of Haematology 1995; 91:846-853.

10. Packham MA, Kinlough-Rathbone RL, Mustard JF. Thromboxane
A2 Causes Feedback Amplification Involving Extensive
Thromboxane A2 Formation on Close Contact of Human Platelets
in Media With a Low Concentration of Ionized Calcium. Blood
1987; 70:647-51.

. Boyum A. Separation of lymphocytes, granulocytes, and
monocytes from human blood using iodinated density gradient
media. Methods In Enzymology . 1984; 108:88-102.

12. Krajian A. In: Frankel S, Reitman S. Editors. Tissue Staining
Methods In Gradwohl’s Clinical Laboratory Methods and
Diagnosis. Eds Sixth Edition Volum 2. London: The C. V. Mosby
Company; 1963; ppl1691.

13. Cardinal DC, Flower R]. The electronic aggregometer: A novel
device for assesing platelet behaviour in blood. ] Pharmacol Met
1980; 3:135-158.

14. Phillips DR, Jennings LK, Edwards HH. Identification of
membran proteins mediating the interaction of human platelets. J
Cell Biol 1980; 86:77-86.

15. Bednar, MM, Gross CE. Simple Whole Blood Procedure for
Neutrophil Aggregation & Chemiluminescence with the Chrono-
Log Whole Blood Lumi-Aggregometer. Chrono-Log Corporation
News, 2001; 2-5.

16. Allen R. Phagocytic Leukocyte Oxygenation Activities and
Chemiluminescence: A Kinetic Approach to Analysis. Methods In
Enzymology 1986; 133:449-93.

17. Sweeney JD, Labuzetta JW, Michielson CE et al. Whole Blood
Aggregation Using Impedance and Particle Counter Methods. Am
J Clin Pathol 1989; 92:794-7.

1

—

18. Williams W, Beutler E, Erslew A, et al. Platelet morphology and
function. In Heamatology, 4th Edition. USA McGrav-Hill Book
Company; 1991; 1172.

19. Wojenski C, Silver MJ. A Quick Method for screening platelet
Dysfunctions Using the Whole Blood Lumi- aggregometer.
Thromb Haemostas 1984; 5:154-156.

20. DeChalet LR, Long GD, Shirly PS et al. Mechanism of the
luminol-dependent chemiluminescence of human neutrophils. J
Immunol 1982; 129:1589-1593.

21. Simon SI, Rochon YP, Lynam EB et al. (2-Integrin and L-Selectin
are Obligatory Receptors In Neutrophil Aggregation. Blood 1993;
82:1097-1106.

22. Ostrovsky L, King AJ, Bond S et al. Juxtacrine Mechanism for
Neutrophil Adhesion on Platelets InvolvesPlatelet-Activating
Factor and a Selectin-Dependent Activation Process. The American
Society of Hematology 1998; 91:3028-36.

23. Kuijper PHM, Torres HI, Van der Linden ] AM et al. Platelet-
Dependent Primary Hemostasis Promotes Selectin-and Integrin-
Mediated Neutrophil Adhesion to Damaged Endothelium Under
Flow Conditions. Blood 1996; 87:3271-81.

24. Maschio AD, Corvazier E, Maillet F et al. Platelet-dependent
Induction and Amplification of Polymorphonuclear Leucocyte
Lysosomal Enzyme Release. Br ] Haematol 1989; 72:329-35.

25. Drabikova K, Jancinova V, Nosal R, et al. Human Blood Platelets,
PNL Leukocytes and Their Interaction In Vitro. Responses to
Selective and Non-selective Stimuli. Gen Physiol Biophys 2000;
19:393-404.

26. Nagata K, Tsuji T, Todoroki N et al. Activated Platelets Induce
Superoxide Anion Release by Monocytes Neutrophils Through
P-Selectin (CD62). ] Immunol 1993; 151:3267-73.

27. Peterson E, Bock L, Flad HD et al. Platelet Factor 4-Induced
Neutrophil-Endothelial Cell Interaction: Involvement of
Mechanims and Functional Consequences Different From Those
Elicited by Interleukin-8. Blood 1999; 94:4020-28.

28. Petersen F, Ludwing A, Flad HD et al. TNF-(Renders Human
Neutrophils Responsive to Platelet Factor 4 (Comparison of
PF-4 and IL-8 Reveals Different Activity Profiles of the Two
Chemokines). J of Immunuol 1996; 156:1954-62.

29. Iwabuchi K, Yamashita T. Platelet-Derived Neutrophil Adherence-
Inhibiting Factor In Humans. Blood 1990; 76:2368-73.

30. Evangelista V, Rajtar G, Gaetano G et al. Platelet Activation by
FMLP-Stimulated Polymorphonuclear Leukocytes: The Activity
of Catepsin G 1s not Prevented by Antiproteinases. Blood 1991;
77:2379-88.

31. Yan Z, Zhang J, Holt JC, et al. Structural Requirements of
Platelet Chemokines for Neutrophil Activation. Blood 1994;
84:2329-39.

32. Renesto P, Tahar MS, Chignard M. Modulation by superoxide
anions of neutrophil-mediated platelet activation. Biochem
Pharmacol 1994; 47:1401-1404.

33. Ers6z G, Ocakgloglu B, Bastug M et al. Platelet Agregation and
Release Function in Hyperbaric Oxygenation. Undersea and
Hyperbaric Medical Society 1998; 229-32.

34. Aziz KA, Cawley JC, Kamigut AS et al. Degradation of Platelet
Glycoprotein Ib by Elastase Released from Primed Neutrophils. Br
J Haematol 1995; 91:46-54.

56

Trombosit-I6kosit fonksiyonel etkilegsiminin in-vitro kosullarda incelenmesi



