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Tavuklarda Sellular Savunma Sisteminde
Trombocytlerin Rolii
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OZET

Tavuk trombocyt'leri ince pseudopodlara sahip, oval-yuvarlak bicimli hiicre-
lerdir. Heterochromatik yepwda olan g¢ekirdekleri hiicrenin ortasina yerlesmis ve
hiicre bigimini almigtir, Organelden fakir sitoplazma az miktarda mitochondrion,
graniillii endoplazma retikiilumu kesesi, vezikiiller ve graniillere sahiptir. Sitoplazma-
da lamelli cisimcikler ve degisik biiyiikliikteki igleri bog vakuoller dikkat ¢ekicidir.
Hydrolitik enzimlerden asit fosfataz vakuoller iginde miisbet reaksiyon vermistir.
Tavuk tromboeytlerinin kanin pihtilagmasinin yani sira mikroorganizmalar: fagosite
etme yeteneginde olduklar: in vivo ve in vitro olarak agik¢a ortaya konmusgtur.

SUMMARY

The Role of Trombocytes in the Cellular Defence
Mechanism of Chickens.

Trombocytes in chickens are oval-round shaped cells with thin pseudopods.
Their heterochromatic nuclei are located centrally in the cytoplasm and acguired
the cell shape. Organella such as mitochondria, granular endoplasmic reticulum, ve-
sicles and special granules are present in little amount in the cytoplasm. Myelin figu-
res and different size empty vacuols are found predominantly. Acid phosphatase
enzyme displayed positif reaction in the empty vacuols. The phagocytic activity of
trombocytes in chickens beside their coagualiton activity was clearly determined in
vivo and in vitro tests.
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GiRiS
Perifer kan hiicrelerinden trombocyt'ler, agagi simif omurgahilarda ve memeli-
lerde yapilarinin farklihg: nedeniyle degisik isimlerle amilmaktadirlar. Asagi simf
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omurgalilardan siiriingenlerde, baliklarda ve kuglarda tipik birer hiicre yapisinda olan
trombocyt'ler, kemik hiicrelerinin Stem hiicreleri haemocytoblast'lardan koken al-

maktadirlar. Oval ya da yuvarlak bigimli olan bu hiicreler, tam ortada konumlan- =

mig, hiicre bicimine uyan gekle sahip gekirdekleriyle ilk bakista erytrocytlere ben-
zetilebilirler! *+2%.22  Sjtoplazmalarinda az sayida graniilli endoplazma retikiilumu
kesesi ve mitokondrion, birkac adet spesifik graniil, degisik biiyiikliiklerde icleri bog
vakuoller, lamelli cisimcikler vardwr. Mikrotubuluslar sitoplazmada bir ag olustur-
musglardir, cekirdekleri dens, heterokromatik yapidadir®#+29.24,

Memelilerde, 151k mikroskobundaki yapisal goriintiilerine bakilarak ''Platelet™,
""Mekik hiicreler', "Thygomocyt" ve "Kan puleuklar:' gibi isimlerle anilan trombo-
cytler, kemik iliginde haemocytoblast'lardan koken alan dev hiicreler megakaryo-
cyt'lerin sitoplazma parcalarindan olugmaktadirlar. Bir hiicrenin sitoplazma parca-
larindan olustuklar: i¢in gekirdege sahip degillerdir. Ovalden yuvarlaga kadar degi-
sik bigimlere sahiptirler. Sitoplazmalarinda ortaya yerlesmis koyu boyanan bir kitle
vardir. Periferde ise mikrotubulus ve mikroflamentlerin olugturdugu bir ag meveut-
tur. Ortaya yerlesmis koyu boyanan kitle (granulomer veya chromomer), daha cok
organeller bolgesidir. Bu bolgede serbest ribozomlar, mitokondrionlar, graniillii
endoplazma retikiilumu tubuluslari, Golgi vezikiilleri vardir. Organellerden bagka,
trombocytlerin depo edilmis sekresyon iiriinlerine, vakuollere rastlamak da miim-
kﬁndijrﬁ‘?,llllii,] 5.16,23.

Gerek agap1 simnif omurgalilarda, gerekse memelilerde trombocytlerin 6nde ge-
len gorevleri kan damarlarinda meydana gelen bir yirtilma sonunda, kanin hava ile
temasi sirasinda pihtilagmasini saglamaktir. Bu gorevlerini yerine getirirken énce
pekgok trombocytin biraraya gelerek topluluklar olusturduklari, bu topluluk-
larin yardimiyla kamin damar digina ¢ikmasini onlemeye caligtiklan goriiliir. Da-
ha sonra trombocytlerden salinan bazi enzimlerin perifer kanda meveut baska en-
zimlerle reaksiyona girerek kandaki fibrinojeni fibrin haline getirdikleri, bu fib-
rin taneciklerinin yapti§1 yumak (trombus) ile de pihtilagmanin saglandig1 goz-
lenix?+8+!5.16.23.24 Baz aragtirmacilar ve yazarlar bu hiicrelerin gérevierine
deginirken; kan pihtilagtirma ozelliklerinden bagka, kan icinde bulunan toz, mik-
rop gibi yabanci cisimlere yapigip onlar kitle halinde biraraya toplayip leucocytle-
rin fagosite etmelerine yardim ettiklerine' *, ya da sitoplazmalarinda bulunan gra-
niilleri ve vakuolleri ile fagositoz yaptiklarina inamldigma’'?+?? deginmekte, bazi
aragtrmacilar ise”+'%+?%, tavuk trombocytleri ile yaptiklari aragtirmalarla trombo-
cytlerin perifer kanda yabanei partikiilleri, bakterileri, vital boyalar fagosite edebil-
diklerine deginmektedirler.

Biz calismamizda tavuk trombocytlerinin in vivo ve in vitro yollarla bakterile-

,, re karsi fagositik aktivitelerinin olup olmadigini, trombocytlerin sitoplazmalarinda
%ulunan olugsumlarin hidrolitik enzimlerden asit fosfataz igerip icermedigini sapta-
maya cahstik.

MATERYAL VE METOD

Ultrastruktural, histokimyasal ¢aligmalar, in vivo ve in vitro yolla fagositoz
¢ahgmalar: icin olmak iizere 5'erlik gruplar halinde toplam 15 adet tavuk kullanildi.



Trombocytlerin ince yapilarim gozleyebilmek amaciyla, hayvanlarin kalbin-
den punksiyon yoluyla heparinize 6'sar ml. kan alindi. Anderson'‘un yontemine
gore 1000 devir/dakika santrifugasyonla elde edilen "buffy coat", Karnovsky'®
yontemine gore glutaraldehyd-parafomaldehyd tesbit sivisi ile 60 dakika tesbit edi-
lerek jiletle peletlere ayrildi. Bu peletler bir gece 0.1 M fosfat tamponunda (Sakka-
rozlu) bekletildikten sonra % 1.3'liikk Ozmik asitte bir saat siire ile ikinci kez tesbit
edildiler. Peletler ikinci tesbitien sonra % 1'lik Uranyl asetat soliisyonunda 1 saat
birakildilar. Dehydratasyon ve parlatmay: takiben Araldit M'de bloga alindilar.
Bu bloklardan elde edilen kesitlere Reynolds22 yontemine goére kontrast boyamasi
uygulandi.

Histokimyasal ¢aligmalar i¢in yine Anderson' 'un yontemine gore elde edilen
peletler, Barka ve Anderson®'un sodium betaglycerophosphat, Novikoff ve arkadas-
laninin?' cytidin-5-monophosphoric asit (CMP) medyumlarindan gegirilerek blok-
landilar.

In vivo fagositoz galigmas: yapmak iizere ayrilmig olan hayvanlara kanat vena-
larindan mililitresinde yaklagik 10x10° E.coli bulunan kiiltiirden 0.5 ml. verildi. Bu
hayvanlarn kalplerinden 30 ve 60 dakikalik, 6 ve 24 saatlik aralarla punksiyonla ali-
nan kan orneklerinden yukarida agiklanan yontemlerle bloklar hazirland. in vitro
fagositoz ¢aligmasi yapmak iizere, Ayoub ve White®'in insan neutrofil graniilositle-
riyle, Chon ve Morse' ! 'un peritoneal eksudattaki heterofil graniilositlerle yaptiklari
caligmalarda kullandiklar1 yontemlerden yararlanildi. Tavuklarin kalbinden punksi-
yonla alman heparinize kandan elde edilen leucocytlerle karigik trombocytler
37°C de Hanks solusyonuyla iki defa yikandilar ve ii¢iincii Hanks solusyonunda
siispansiyon haline getirildiler. 37°C de saklanan bir bagka tiipte fagositik karigim su
sekilde hazirland).

4 ml. trombocyt-leucocyt karigimi.

4 ml, Staphylococcus aureus kiiltiirii (ml. de 80x10° bakteri).

0.5 ml. taze tavuk kan serumu.

37°C'de bir rotatorda yavas bir sekilde dondiirillen bu karigimdan 30, 60, 90'-
inc1 dakikalarda alinan 6rnekler iki misli tesbit soliisyonu ile karigtirilarak 4°C'de
tesbit edildiler. Daha sonra % 2 Noble agarla kangtinlarak dondurulan hiicreler,
% 1.3'liikk Ozmik asitte ikinci kez tesbit edildikten sonra Araldit M de bloga alindi-
lar.

Caligma siiresince hazirlanan bloklardan LKB Ultratome III ile alinan ince ke-
sitler Carl Zeiss EM 95-2 elektron mikroskobu ile incelendiler.

BULGULAR

Tavuk perifer kanindan yapilan frotiler Giemsa, Wright gibi kan boyalar ile
boyanip 151k mikroskobunda incelendiginde trombocytler, oval-yuvarlak bigimli
hiicreler olarak gozlendiler. Belirgin sitoplazmalan ile kiigiik tip lenfositlerden ayri-
lan bu hiicrelerin bircogu biraraya gelerek gruplar, kiimeler yaptiklar goriildii. Hiic-
re bigimini almis ve ortada konumlanmis olan gekirdek, heterokromatik yapida ve
kromatin maddesi cekirdek zarina yakin olarak gozlendi. Ayrica her ¢ekirdegin be-
lirgin bir ¢ekirdekcige sahip oldugu goze ¢arpti (Resim 1). Trombocyt sitoplazmasi
organel ve inkluzyon yoniinden oldukca fakir olarak gozlendi. Birkac adet mito-
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Resim: 1
Tavuk trombocytleri. Pseudopodlar (P), ¢ekirdekgik (n).x10.000

kondrion, graniilli endoplazma retikiillumu kesesi, mikrotubuluslarin enine kesitleri,
icleri bog vakuoller, kiiciik vezikiiller, graniiller (Resim 5), lamelli cisimeik (Resim 4)
dikkati ¢ekti.

Trombocyt sitoplazmasinda asit fosfataz enziminin demonstrasyonu icin ya-
pilan preparatlarin incelenmesinde, enzim aktivasyonu gisteren kursun presipitatla-
rn sitoplazmadaki vakuollere yer yer ¢okiintiiler halinde yerlestigi saptand: (Re-
sim 2,3). Organellerde, kiiciik vezikiillerde ve graniillerde enzim aktivitesine rastlan-
mad1.

In vivo fagositozu saptamak amaciyla perifer kanina E.coli kiiltiirii verilen ta-
vuklardan, yarim saat inkiilbasyondan sonra yapilan kan preparatlarinin incelenme-
sinde, heterophil graniilositlerle birlikte trombocytlerin de sitoplazmalarina bakteri-
leri almis olduklari saptand: (Resim 4). In vitro fagositoz galigmasi yapmak iizere
taze tavuk kan serumu egliginde bir tiip icerisinde birlestirilen, trombocyt-leucocyt
karisimi ile Staphylococcus aureus kiiltiiriinden 90 dakikalik inkiibasyon siiresi son-
rasi yapilan preparatlarin incelenmesi sirasinda, aynen in vivo fagositozda oldugu gi-
bi, sitoplazmadaki vakuoller igerisinde bakterilere rastlandi (Resim 5).
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Resim: 2 -3
3. Sitoplazmik vakuollerde asit fosfataz demonstrasyonu (Oklar). x26300
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Resim: 4
In vivo fagositoz. Fagosite olan bakteriler (F), lamelli cisimcik (M). x27000

Resim: 5
Trombocytlerde in vitro fagositoz. Fagosite olan bakteriler (F), Vakuoller (V)
Vezikiiller (Ok), Mitokondrionlar (M), graniillii endoplasma retikiilumu
kesesi (e) mikrotubuluslar (t). x28500



TARTISMA

Kanath kam ile caliyjma yapan arastirmacilar®+!3+14.17.20 glekiron mik-
roskopta inceledikleri tavuk trombocyt'lerinin ¢ogunlukla benzer bir bi¢ime sahip
olmadiklarini, diizensize yakin bir bicimde gozlendiklerini ancak, cekirdeklerinin
ortada yerlegerek hiicre bigimine uydugunu bildirmiglerdir. Trombocytlerin cekir-
dekleri dens, heterokromatik®+'®-2% piknotik yapidadir®. DELLMAN ve
BROWN'?, MAXWELL'®, NIRMALAN ve arkadaslari>® trombocytlerin birgok
pseudopodlara sahip olduklarina deginirken, DHINGRA ve arkadaglan'* bu hiicre-
lerin pseudopodlara sahip olmadiklarimi belirtmiglerdir. Bir kissm aragtirmaci-
lar' 3-14.19.20 gitoplazmada golgi kompleksinin nadiren goriinmesine kargilik, ser-
best ribozomlarin, glikojen partikiillerinin, mitokondrionlarin ve graniillii endoplaz-
ma retikillumu keselerinin daha sik rastlandigim belirtmislerdir. Sitoplazmadaki ip-
liksel organellerden mikrotubulus ve mikroflamentlerin varhig DELLMANN'3,
MAXWELL'® ve NIRMALAN?? tarafindan ortaya konmustur. Tavuk trombocyt-
lerinin ince yapilarini gozlemek iizere yaptiimiz preparatlarin incelenmesinde, hiic-
relerin oval-yuvarlak bigimlerde ve bir¢ok ince pseudopodlara sahip olduklarmi sap-
tadik. Hiicre bicimine uyan cekirdekler heterokromatik ve belirgin bir cekirdekgige
sahip olarak gozlendi. Sitoplazmada az miktarda mitokondrion, graniillii endoplaz-
ma retikiillumu kesesi, graniil ve vezikiiller ile, daha ¢ok miktarda icleri bos, degisik
biiyiikliikte vakuollere rastlandi. Mikrotubuluslarin sitoplazmanin bir kosesine top-
lanmig olduklarimi saptadik. Lamelli cisimcikler bazi hiicrelerde vakuoller igerisinde
goze carptilar.

Memelilerin, tavsanlarin ve kanatlilarin trombocytleri lizerinde inceleme
yapan arastirmacilar®+®+24+25 ve kitaplarinda trombocytler iizerinde goriiglerini
belirten yazarlar’+8+12-13.16.23 tyombocytlerin sitoplazmalarinda asit fosfataz
enziminin varhgm belirtmislerdir. CONSTANTINIDES' ?, memeli trombocytleri-
nin sitoplazmasinda ¢ok sayida etraflari membranla gevrili, orta densitede asit fos-
fataz iceren graniillere rastlandigim belirtirken, BLOOM ve FAWCETT’, DELL-
MANN'?, HAM ve CORMAC!'® trombocytlerinin ortasindaki chromomer bolge-
sinde hydrolitik enzimlerin, etraflar1 membranla gevrili graniiller i¢cinde bulundukla-
nn;, SAGLAM?? bu graniillerin lysosom olarak kabul edildigini belirtmiglerdir.
WETZEL ve arkadaslari®® tavsan trombocytlerinin kiigiik dens graniillerinin asit
fosfataz aktivitesi gosteren olusumlar olduguna deginmisg, BRADLEY®, CARLSON
ve arkadaglan’® ve SWEENY?* tavuk trombocytlerinin sitoplazmalarinda bulunan
graniillerde asit fosfataz enziminin varhigina dikkati ¢gekmiglerdir.

Tavuk trombocytlerinin sitoplazmalarinda bulunan olugumlarin asit fosfataz
enzimi igerip igermedigini incelemek amaciyla yaptigimiz elektron mikroskopik
preparatlarin incelenmesinde, trombocytlerin sitoplazmalarindaki vakuollerde en-
zim aktivasyonunu gosteren kursun presipitatlarin yer yer cokiintiiler yaparak asit
fosfataz enzimi yoniinden pozitif reaksiyon gosterdiklerini saptamig bulunmaktayz.

Trombocytlerin bugiine kadar bilinen esas gorevleri olan kam pihtilagtirmak-
tan bagka, yabanci maddelerin fagositozuna iligkin gorevlerinin de olabilecegi tize-
rinde durulmugtur?+°+'9.12.15.23 BRADLEY® kanath trombocytlerinin meme-
lilerle ayni gorevi yaptiklarin belirtirken ERKOCAK'® trombocytlerin kan iginde-
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ki yabanci cisimlere yapisarak onlari biraraya topladigini ve boylece leucocytlerin
fagosite etmelerini sagladiklarini bildirmekte, CONSTANTINIDES'? trombocytle-
rin pihtilagstirma gorevinden bagka, kanda bulunan cesitli partikiilleri absorbe etme-
ye muktedir olduguna deginmekte, yabanc: partikiillere karg: korunmada rollerinin
ne oldugunun heniiz aydinlatilamadigin bildirmektedir. SAGLAM?? trombocytle-
rin fagositoz da yaptiklarina inamlmakta olduguna deginmekte CARLSON ve ar-
kadaglang tavuk trombocytlerinde sitoplazmik vezikiiller igerisinde vital boyalarin
birikmesi, aym vezikiillerin asit fosfataz aktivitesi gostermesi, tavuk trombocytleri-
nin fagositik bir hiicre oldugunu gostermektedir demektedirler. CHANG ve HAMIL-
TON'? trombocytlerin heterofiller, monositler gibi fagositoza katilan hiicreler oldu-
gunu belirtmektedirler. AWADHIY A ve arkadaglar® ise, tavuk trombocytlerinin in
vivo ve in vitro olarak karbon partikiillerini fagosite etmeye muktedir olduklarina
deginmekte, trombocytlerin kam yabanci materyalden temizlemeye yardime: olabi-
leceklerini bildirmektedirler.

Tavuk trombocytleri ile yaptigimiz in vivo ve in vitro fagositoz ¢aligmalarinda
bu hiicrelerin, yabane1 mikroorganizmalara karg: fagositoz yapabilme yetenegine
sahip olduklarim saptadik.

Pseudopodlari, sitoplazmalarinda asit fosfataz enzimi iceren vakuolleri, ya-
bane1 mikroorganizmalara kars: fagositoz yetenekleri ile kanath trombocytleri pe-
rifer kanda, esas gorevleri hiicresel savunma olan heterophyl graniilocyt'lerin en bii-
yiik yardimeisidirlar.
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