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¢ Akut enfeksiyon sirasinda plazma fibrinojen (Fb} yogunlugu artmaktadir. Ancak bu

artism konak¢1 yararina mi, yoksa parazit yararina mi oldugu konusunda gortis birligi
yoktur. Bu ¢alismada in vitro bir yéntem kullanilarak normal plazma orlaminda akut faz-
daki gibi Fb yogunlugundaki artisin fagositik éldtirme tizerine etkisi arastinld:. Deneyleri-
‘mizde fagosil olarak insan polimorfontikleer 16kosilleri (PMNL), mikroorganizma olarak
S.aureus, S. pneumoniae, E. aerogenes ve C. albicans kullaniidi. Farkhh Fb
yogunluklarinda kisa bir stire (5 dakika) PMNL'lerin opsonize mikroorganizmalan fagosite
etmelerine izin verildi. Yutulmamis mikroorganizmalar bir seri santriftj ile uzaklastinld:
ve yutulmus mikroorganizmalar iceren PMNL'ler farkli yogunluklarda Fb iceren plazma
ortamlarinda yeniden inkiibe edildi. 0, 30, 60, ve 120. dakikalarda dékme plak yontemi
ile canli mikroorganizma sayilar belirlendi. Mikroorganizma tiirti gézéntine alinmadan

sldurme indeksleri karsilastinildiginda 2 ve 8 mg/ml/ Fb eklenen tiiplerdeki fagositik
sldiirme Fb eklenmemis olanlara gore daha fazla idi (p<0.01). Mikroorganizmalar arasinda
Fb yogunlugu artisina bagh olarak 6ldurme indeksindeki en buiyiik artis %16'lik artisla
S.pneumoniae'da goruldii. Bunu %14 ile C. albicans ve %10 ile E. aerogenes izledi.
Calismamizin sonuclari, akut faz yamt sirasinda plazmada yogunlugu artan Fb'nin
bitytik olasilikla patojenik mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarda konakgi sa-
yvunmasma katkida bulunan bir fatér oldugunu gostermekledir.

Anahtar Kelimeler: Fagositik éldtrme, fibrinojen

During acute infection, the concentration of fibrinogen (Fb) increases in the plasma. It is
controversial whether this is beneficial for the host. In this study, using an in vitro assay,
the ntracellular killing of S. aureus, S. pneumoniae, E. aerogenes and C. albicans by
human granulocyles was investigated in whole plasma including differeni concentration
of Fb. Granulocytes were allowed to phagocytose opsonised microorganisms for a short
time (5 min), the noningested organisms were removed by a series of differential centrifu-
gatinon and the phagocytes containing the ingested organisms were reincubated in whole
plasma with different concentration of Fb. After various periods of reincubation {at 0, 30,
60. and 120 min) the number of viable microorganisms was determined by a microbiologi-
cal method. Regardless of the type of microorganism, groups with 2 and 8 mg/ml of Fb
had markedly enhanced neutrophil microbicidal activity as compared to group without
added Fb (p<0.01). According to the types of microorganisms, increase in the Fb concent-
ration significantly induced the ability of neutrophils to kill all microorganisms. There
were no differences between groups with 2 and 8 mg/ml of Fb. These data suggest that
elevated plasma Fb during acute phase response activate granulocyte microbicidal activity
and enhance the host defense against infections.

Key words: Phagocytic killing, fibrinogen.

Axut bakteryel enfeksiyon sirasinda
hemostaz1 yeniden saglamak icin bir dizi
fizyolojik degisiklik olusur. Bu sistemik bi-
yokimyasal degisiklikler “akut faz yamt1”
olarak bilinir(1:2), Fb karacigerde sentezle-
nen major akut faz proteinlerinden biridir.
Akul bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar

sirasinda plazmada Fb yogunlugu artar(®.
Normal plazma yogunlugunda, koagiilasyon
ve adezyon ic¢in gerekli oldugu halde Fb'nin
plazma yogunlugundaki artisimin viicut igin
yararli bir etkisinin olup olmadig: bilinme-
mekiedir. Bununla birlikte bu reaksiyon
biitiitn hayvan tirlerinde korunmustur(®).
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Bundan dolay: akut enfeksiyon sirasinda
plazmada yogunlugu artan Fb, olasilikla
konake¢i savunmasina katkida bulunan bir
faktordir.

Cok sayida gozlem plazmada Fb ve Fb
yikim drinlerinin yogunlugunun artmasi-
min kanm birden cok komponenti tizerinde
etkilerinden dolay: inflamatuar yaniti
degistirdigini gostiermektedir(3.6), Fb'nin
trombosil aktivasyonu ftizerindeki roli cok
lyi aragtirlmis olmasina karsmn, fagositik
dldirme tzerindeki etkileri hakkinda az
sey bilinmekliedir. Fagositozu da. fagositik
oldarmeyi de azalttigini ileri siiren calis-
malar yaninda tersini bildiren calismalar
da vardirl”-9). Yakin zamanda yapilan bir
calismada Herrmann ve arkadaslari(9),
yuzeye bagh [ibronektin, Fb, laminin, vit-
ronektin ve tip IV kollajen gibi matriks
proteinlerinin hem oksijen bagimli, hemde
oksijenden bagimsiz mekanizmalar araci-
hg ile bakterisidal aktiviteyi artirdiklari-
n1 gostermislerdir.

Diger maitriks proteinleri gibi Fb hem
inflamatuvar dokuda bulunur, hem de
kanla dolasitken prolez ve katelerlerin
yuzeyinde kolaylikla birikir®. Bundan
dolayr nétrofillerin mikrobisidal aktivile-
lerini degerlendirmek i¢in stispansiyon tipi
deney sistemlerinden cok, ytizey fagosilozu
deneyleri tercih edilmistir. Oysa Fb, bir
matriks proteini oldugu kadar temel olarak
bir plazma proteinidir ve akut enfeksiyon
srasinda plazmadaki yogunlugu 2-3 kat
artar®. Bu nedenle biz akut faz yamt
sirasmnda plazmada yogunlugu artan fibri-
nojenin fagositik ¢ldiirme tizerindeki etki-
sini arastirmak icin fizyolojik bir fagositoz
ortamt olarak normal insan plazmasim
sectik. Calismamizda fagosit olarak insan
PMNL'leri mikroorganizma olarak ta Stap-
hylococcus aureus, Streptococcus pneumo-
niae, Enterobacter aerogenes ve Candida
albicans kullanildi.
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GERECLER ve YONTEMLER

Fb: Liyoflize insan f[ibrinojeni streril
serum fizyolojik icinde coziilerek 100 mg/
ml yogunlugunda stok cézelli hazirlandi.
Kullamilincaya dek -20°C de sakland.

Plazma: Tum deneylerde saghkli 10
geng erigkinden elde edilen O grubu plazma
havuzu kullanmildi. Heparinize kan o6rnek-
leri 1100 x g hizinda 20 dakika santrifty
edildi, elde edilen plazma 4 ml'lik miktar-
lara béltinerek -20 °C de saklandu.

PMNL: Aymi zamanda plazma havuzu
icin de verici olan 1tic kisi lokosit verici
olarak secildi. Deney yapilacagi zaman
plastik bir enjekidre 20 ml vendz kan alin-
di. PMNL'ler gravitasyonel sedimantasyon
ile eritrosillerden aynldi. Stok plazma ile
bir mi'de 4x10% PMNL iceren siispansiyon
hazirlandi.

PMNL'lerin canliliginin test edil-
mesi:Trypan blue boya testi ile belirlenen
canlilik deneyin baslangicinda >%99, 60
dakika sonunda >%96 idi.

Mikroorganizmalar: Uygun aralik-
larla plaklara pasaj yapilarak 4 °C de sak-
landi. Deney yapilacagi zaman sivi besi ye-
rinde (Brain-Heart Infusion Broth) 37°C de
bir gecelik inkiibasyon stiresinde ureyen
mikroroganizmalar, 1500 x g hizinda 10
dakika santriftyj edilerek coktarilda ve se-
rum fizyolojik ile iki kez yikandi. Spekiro-
fotometrik yoéntemle bir ml'de 4x10° mik-
roorganizma iceren siispansiyonlar hazir-
land:.

Deneyin yapilisi: Fagositoz ve intra-
selliler &éldirme deneyi Leijh ve arka-
daslari{!?) tarafindan tanimlanan yéntem
modiliye edilerek gerceklestirildi.

LIl ve Il rakamlan ile isaretlenen steril,
slikonize cam deney tiiplerine 2x106/0.5ml
PMNL, 1x108-4x108 CFU/0.1 ml mikroorga-
nizma konuldu. Tlplere sirasiyla 0, 2 ve 8
mg/0.08 ml Fb eklendi. Herbir {ipin total
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volimi plazma havuzu ile 1.0 ml'ye ta-
mamlandi. Fagositler disinda karisim
komponentleri tarafindan o6ldartilen mik-
roorganizmalar olup olmadigim belirlemek
icin PMNL icermeyen kontroller kullanil-
d1.

Ttipler 37°C de 5 dakika inkitibe edildi,
stirenin bitiminde ttpler buzlu su icine dal-
dinlarak fagositoz durduruldu. Stispansi-
yon 110 x g hizinda 4 dakika santrif(y
edildi. Supernatant ayrildiktan sonra
cozeliide kalan hucreler buz soguklugunda
SF ile iki kez yikanarak esklraseliiler mik-
roorganizmalar wuzaklastirildi. Fagosile
edilmis mikroorganizmalar1 iceren
PMNL'ler 0. 2, 8 mg fbrinojen iceren yeni
deney lipleri icinde plazma havuzu ile ye-
niden stispansiyon haline getirildi.

Deney kansimim iceren tipler 37°C de
yeniden inkiibe edildi. 0, 30, 60 ve 120. da-
kikalarda herbir tipten alinan 0.1 ml'lik
orneklere buz soguklugunda 2 ml SF ekle-
nerek intraseltiler ¢ldirme durduruldu.
Hicreler 110 x g hizinda 4 dakika sant-
riftijle ¢ékturuldii, sdpernatant aynildr ve
fagosite edilmis mikroorganizmalan iceren
0.1 ml PMNL soliisyonuna 9.9 ml distile su
eklenerek hticrelerin parcalanmalan igin
10 dakika bekletildi. Uygun diltisyonlardan
sonra dokme plak yontemi ile plaklara
ekim yapilarak canli mikroorganizma
sayis1 belirlendi. Oldirme indeksi [(No-N()/
Nolx100 formulii ile hesaplandi. (N, : 0. da-
kikadaki canhi mikroorganizma sayisi, N :
istenilen zamandaki canh mikroorganizma
sayisi). Herbir mikroorganizma icin en
azindan ¢ deneyin ortalamas: hesapland.
Istatistiksel analiz Student t testi ve ki
kare testi ile yapild.

BULGULAR
Mikrobiyolojik yéntemlerle belirlenen
mikroorganizma sayilarinin gercekten int-
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raselliiler mikroorganizmalan temsil edip
etmediginden emin olmak icin yapilan
konirol calismalan sonucunda 3 wvika-
madan sonra hticre ile iligkili mikroorga-
nizmalardan %14.87+0.97'sinin ekstra-
selliiler oldugu goralda.

Sitosantriltyj preperatlarimin 1stk mik-
roskopunda degerlendirilmesi, 5 dakikalik
fagosilozdan sonra PMNL'lerin %95'den
fazlasimmimn hicre tarafindan yutulmus ve/
veya hilicre ylizeyine yapismis mikroorga-
nizmalar icerdigini, 30 dakika sonra ise
neredeyse biitiin mikroorganizmalarin f(a-
gositlerle iliskili oldugunu gosterdi. Serbest
ekstraselltiler mikroorganizmalarin hiicre
ile iliskili mikroorganizmalara oram sade-
ce %1.42+0.57 idi.

Birlikte gdzdntine alindiginda bu kont-
rol deneylerinin sonuclarn calhsmamzda
kullandigimiz ydéntem ile PMNL'lerin lizi-
sinden sonra belirlenen canli mikroorga-
nizmalarm nerede ise tamaminin hicre ile
iliskili oldugunu ve hicre disi1 mikroorga-
nizma sayisimin ihmal edilebilir simirlarda
oldugunu géstermektedir.

Granftilositler disinda plazma kompo-
nenilerine baghh o6ldirmenin olup olma-
digin: belirlemek amaciyla her deneyde
PMNL icermeyen koniroller kullanild:.
PMNL icermeyen plazma mikroorganizma-
larin canhihimi etkilemedi, tersine inki-
basyon stiresi uzatildiginda mikroorganiz-
ma sayisinda zamana bagh olarak lineer
bir artis goraldu.

Oplimal inkiibasyon zamam S. aureus.
S. pneumoniae ve E. aerogenes icin 60 daki-
ka olarak bulundu. PMNL varlhiginda
inktibasyon stresi daha fazla uzatildiginda
bu mikroorganizmalar cogalmaya devam
etti. C.albicans icin 120. dakika sonunda
bile intraseliiler cogalma gozlenmedi.

Mikroorganizma tGria gozéniine ahinma-
dan PMNL basmma fagosile edilen mikroor-
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ganizma sayisi, 0ldiirme indeksleri ve bir
PMNL tarafindan éldiirtilen mikroorganiz-
ma sayilant Tablo 1. de gosterildi. Iki ve 8
mg/ml Fb eklenen II ve III no.'lu tuplerde
inkiitbe edilen PMNL'ler, fibringjen eklen-
meyen I no.'lu taplerdeki PMNL'lerden an-
lamii derecede fazla (p<0,01) mikrobisidal
aktiviteye sahipti. I, II ve III no.'lu tiipler-
deki PMNL'lerin 6ldirme indeksleri sira-
styla %48.69, %58.62 ve %57.69 idi.

Mikroorganizmalar arasinda Fb yogun-
lugu artismna bagh olarak 6ldirme indek-
sindeki en blytik artis %16.23 ile Il no.'lu
tipte S. pneumoniae icin gorilda. Bunu
sirastyla %14.22 ile C. albicans ve %10.87
ile E. aerogenes izledi (Tablo II, 1II, IV).

S. aureus icin 0Oldirme indeksleri
yonunden tupler arasinda istatistiksel fark
yokiu. Ancak PMNL basina 6ldtriilen mik-
roorganizma sayilart karsilastirildiginda
Fb eklenen II ve III no.'lu tiiplerdeki PMNL
basmna 6ldariilen bakteri sayisi, Fb eklen-
meyen [ no.'lu tiptekinden niceliksel ola-
rak daha fazla idi (Tablo V).

TARTISMA

Fagositoz, batin hayvan tlirlerinde en
6nemli savunma mekanizmasidir. Cesitl
immuan yetmezlik hastahklart yasam
degisik derecelerde kisallabilir. Fakat ge-
nellikle kisa ya da uzun ortalama bir
émure izin verirler. Oysa dolasan fagosit
sayisinda siddetli bir azalma, inat¢i bakte-
riyel enfeksiyonlaria ginler ve haftalar
icinde o6liimle sonuclanabilir(13), Bu vazge-
¢ilmez savunma sisteminin etkili sekilde
isleyebilmesi i¢in, fonksiyonel ve yeterli
sayida [agositler, opsoninler ve uygun or-
tam gereklidir. :

Ozgiil antikorlar ve komplemandan
baska diger bircok plazma proteininin de
cesitli mikroorganizmalarin ve kan hitcre-
lerinin ylizeylerine baglandig bilinmekte-
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dir(14-18), Plazma proteinleri yalmzca mik-
roorganizmalarin fagositozu icin degil,
ayni zamanda fagositozun asil amaci olan
fagosit icine alinan mikroorganizmalarin
oldarilmeleri i¢in de gereklidir. Yutulmus
mikroorganizmalan iceren fagositler pro-
tein icermeyen yada protein olarak yalmz-
ca albiimin iceren ortamlarda iclerine
aldiklar1 mikroorganizmalar o6ldiirme-
mekie veya cok azimi éldiirebilmektedir(19).

Hem PMNL'ler, hem de pekc¢ok mikroor-
ganizma (Gram pozitif koklar, C. albicans
gibi baz1 funguslar) Fb icin spesitif
baglanma bélgelerine sahiplirlerfl4-18.20),
Yakin zamanlarda PMNL'ler tizerindeki Fb
reseplorlerinin integrin ailesinin bir tyesi
olduklar gosterildi(2!1-23), Fb disinda diger
bircok ekstraselliiler matriks proteini ve
plazma proteinleri, cesitli integrinler icin
ligand gorevi gortrler. Fb, 16kositlere 6zgii
B, integrinler (CD11b/CD18. CD11¢/CD18)
ve baz1 B3 integrinler icin c¢oziinebilir bir
ligand'dir21-23), Hermann ve arkadaslan(®
cam ylzeylere adsorbe edilmis ekstra-
sellialer matriks proteinlerinin veya Arg-
Gly-Asp-Ser (RGDS) aminoasit dizisinin
ylzeye bagh notofillerin baklerisidal ak-
tivitelerini artirdigini gésterdiler. Bu aras-
tirmacilar bu etkiyi PMNL'ler Uzerindeki
integrinlere RGDS iceren ligandlarin bag-
lanmasi1 ile acikladilar. Fb, [ibronektin,
trombospondin, tip I kollajen, vitronekiin
ve VWF gibi bircok proteinler RGDS ami-
noasit dizisini tasirlardi((22-24), RGDS tetra-
peptidi bir¢cok integrin icin hedel aminoasit
dizisi oldugu halde, adezil ligandlar tara-
findan kullanilan tek integrin tamyici mo-
tif degildir. Fb molekiiltinde, ek olarak 3
ayr1 integrin tammma bolgesi daha tanim-
lanmigtir{23),

Akut enfeksiyon sirasinda dolasan Fb
yogunlugundaki artisin ve Fb'nin aktive in-
tegrin molekulleri ve mikroorganizmalar
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Tablo-I : Mikroorganizma tiri gozontne alinmadan grantlositlerin mikrobisidal

etkinligi
Eklenen Fb  2x10% PMNL'nin 9x108 PMNL Oldiirme PMNL basina  PMNL basina
{mg/ml) fagosite etligi tarafindan ¢ldiiriilen indeksi fagosite edilen olddrtilen
Mo. sayist Mo. sayist % Mo. sayist Mo. sayist
0 1.92x107 9.35x10° 48.69 9.60 4.67
2 2.32x107 1.36x107 58.62 11.60 6.79
8 2.09x107 1.21x107 57.89 10.45 6.04

Tablo~II : S. pneumoniae i¢in granulositlerin bakterisidal etkinligi

Eklenen Fb  2x10% PMNL'nin 2x108 PMNL Oldiirme ~ PMNL basina  PMNL basmna
(mg/ml) fagosite ettigi tarafindan élddirilen indeksi fagosite edilen oldiriilen
Mo. sayisi Mo. sayisi % Mo. sayist Mo. sayist
0 1.74x107 1.12x107 64.36 8.70 5.59
2 2.96x107 1.57x107 80.10 9.80 7.84
8 2.01x107 1.62x107 80.59 10.05 8.09

Tablo-III :C. albicans i¢in graniilositlerin fungusidal etkinligi

Eklenen Fb  2x10% PMNLnin 2x108 PMNL Oldiirme PMNL basmna  PMNL basina
{mg/ml) fagosite eltigi tarafindan oldiirtlen indeksi fagosite edilen oldarilen
Mo, sayist Mo. sayisi % Mo. sayisi Mo. sayisi
0 6.30x10° 1.38x10° 21.90 3.15 0.68
2 6.20x10° 2.24x10° 36.12 3.10 1.11
8 5.70x10° 1.96x10° 34.38 2.85 0.97
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Tablo-IV : E. aerogenes icin granulositlerin bakterisidal etkinligi

Eklenen Fb  2x10% PMNL'nin 2x10% PMNL Oldirme  PMNL basma  PMNL basina
(mg/ml) fagosile ettigi tarafindan oldirilen indeksi fagosite edilen oidirtilen
Mo. sayist Mo. sayis1 % Mo. sayist Mo. say1st
0 1.19x107 6.90x10° 57.98 5.95 3.44
2 1.83x107 9.10x10° 68.42 6.65 4.54
8 1.31x107 9.02x10° 68.85 6.55 4.50
Tablo-V: S. aureus icin grantlositlerin bakierisidal etkinligi
Eklenen Fb  2x10% PMNL'nin 2x108 PMNL Oldiirme PMNL basina  PMNL basina
(mg/ml) fagosite ettigi tarafindan ¢ldiirtilen indeksi [agosile edilen éldiirtlen
Mo. sayist Mo. sayisi % Mo. sayisi Mo. saysi
0 4.15x107 2.10x107 50.60 20.75 10.49
2 5.39x107 2.71x107 50.27 26.95 13.54
8 4.47x107 2.25x107 50.33 22.35 11.24

tuzerindeki 6zgil reseptérlere baglanmasi-
nimn fizyolojik énemi acik degildir. Fakat
olasihkla bu etkilesim enfeksiyonu simirla-
mada rol oynayabilir. Nitekim kalitsal ola-
rak B, integrin eksikliginde yasamn ilk iki
yili icinde tekrarlayan ve siklikla 6ltimeciil
olan bakteriyel veya fungal enfeksiyonlar
goriilar22),

Insan PMNL'leri mikroorganizmalarin
fiziki durumlarmma gore (bir ylizeye yapis-
mis olma yada stispaniyonda bulunma gibi)
himoral fakiérlerle (opsoninlerin varlig:
veya yoklugu gibi) iliskilerine bagl olarak
farkli yamilar verirler(2%), Onceki c¢a-
Iismalar ylizeye bagh Fb, fibronektin ve la-
minin gibi proteinlerin PMNL'lerin fagosi-
tik ve bakterisidal aktivitelerini artirdifin:
gosterdi(®.9.26), Buna karsin PMNL'lerin

234

mikrobisidal aktivileleri stispansiyon tipi
fagositoz sistemleri icinde degerlendirildi-
ginde bu proteinlerin fagositozu da, inira-
selltiler 6ldtirmeyi de artirmadig: ileri
striildiit27.28), Ote yandan Hayashi ve arka-
daslari(?® siispansiyon tipi deney sistemle-
rinde opsoninlerin PMNL'lerin kemilumi-
nesansimm artirdigim gosterdiler. Varlan
bu farkli sonuuclar deney kosullarinin
farkhilig1 ile aciklanabilir. Bizim deney sis-
temimiz in vivo kosullara oldukca benzer
olup, builtin deney s{iresince ortamda dogal
opsoninler (kompleman ve antikorlar} bu-
lunmaktadir. Daha onceki bircok yazar
tarafindan bildirilen matriks proteinleri-
nin s{ispansiyonda fagositozu ve fagosilik
oldiurmeyi etkilemedigi yolundaki gériis [a-

gositozun fizyolojik tuz stspansiyonlan
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icinde gerceklestirilmesine bagh olabilir.

Sonug olarak biz, akut fazdaki gibi plaz-
mada Fb yogunlugundaki artisin PMNL
lerin mikrobisidal aktivilesini artirdigim
gosterdik. Caligmamizin amaci Fb'nin fago-
sitik 8ldirme tzerindeki elki mekaniz-
masim aciklamak degildir. Fakat bu etki-
nin ligand-reseptor iliskisi ile agiklanabi-
lecegini diistintiyoruz. Cunku :(1) Hem fago-
sitler hem de cesitli mikroorganizmalar Fb
icin spesfik baglanma bolgelerine sahiptir-
ler. (2) Fb gibi RGDS aminoasit dizisine
sahip proteinler oksidalil burst'ti uyarnirlar.
(3) Fb, RGDS'den baska. 16kosit integrinleri
icin t{i¢ ayr tamima bdlgesine daha sahiptir.
{4) Notrofillerde oksidatif burst varligim
gosteren, dolayl fakat duyarl sonu¢ veren
bir test olan kemiluminesans: en ¢ok ve en
uzun sureli artiran matriks proteini Fb'dir.
(5) Plazma proteinleri optimal intraselliler
dldarme icin gereklidirler.

Calismarmzin sonuclar akut faz yamit
sirasimda plazmada yogunlugu artan Fb'nin
buytk olasilikla patojenik mikroorganiz-
malarn neden oldugu eleksiyonlarda ko-
nakct savunmasma katkida bulunan bir
fakior oldugunu gostiermekledir. Sonuglar-
mizin biyolojik sistemlerde gegerli olup ol-
madigin: belirlemek ic¢in invivo ¢ahigsma-
lara gereksinim vardir.
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