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OZET

HIDROKSI KUMARIN VE AMINOKUMARIN TUREVLERININ
PIHTILASMA SISTEMI UZERINE ETKIiSi

Bu ¢alismada Anabilim dalimizca sentezlenen 3-amino-4-hidroksikumarin ve
Organik Kimya Anabilim Dalindan temin edilen 5,7-dihidroksi-4-fenilkumarin ve
7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)kumarin  bilegiklerinin farklt dozlar1 oral yolla
Sprague-Dawley siganlarina uygulandi. 24 ve 48 saat sonra droglarin uygulandig:
gruplardan ve saglikli kontrol grubundaki siganlarin kalplerinden kan Ornekleri
alindi. Pihtilagma siiresi, kan Orneklerinden elde edilen plazmaya uygulanan
Protrombin Zamam testi ile Olgiildli. Gruplarin Protrombin zamani, R ve INR
degerleri hesaplandi ve hem kendi aralarinda hem de kontrol grubu ile kargilagtirildi.
Test edilen kumarin tiirevleri arasinda en yliksek antikogulan etkiyi 7,8-dihidroksi-3-
(4-metilfenil)kumarin bilegigi gostermistir. Bilesigin INR degeri 20mg/kg dozda, 24
saat sonra 1.17, 50mg/kg dozda 48 saat sonra 1.22 olarak bulundu.

Diger bilesikler iginse INR degerleri soyledir: 3-amino-4-hidroksikumarin,
10mg/kg dozda 24 saat sonra 1.08; 3-amino-4-hidroksikumarin 20mg/kg dozda 24
saat sonra 1.10; 3-amino-4-hidroksikumarin 20mg/kg dozda 48 saat sonra 1.11; 5,7-
dihidroksi-4-fenilkumarin 20mg/kg dozda 48 saat sonra 1.08 ve 5,7-dihidroksi-4-
fenilkumarin 1.19 50mg/kg dozda 48 saat sonra 1.19.

En yiiksek etki gosteren 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)kumarin bilesiginin
Sigar Serum Albumin proteinine baglanma 6zellikleri “Denge Diyalizi Metodu” ile
arastirildi. Protein molil bagina baglanan ligandin oraninin veren r degeri 0.75 olarak
bulundu, baglanma sabiti ise 1.81 10° M olarak hesaplandi.

Bu ¢alismamin sonuglan gdstermektedir ki, diigiik INR degerleri nedeni ile
test edilen bilesiklerden hig biri antikoagulan ajan olarak kullanilamaz. Fakat, 7,8-

dihidroksi-3-(4-metilfenil)kumarin bilesiginin INR degeri ilerisi igin umut vericidir



ve kumarin halkasinin dordiincii pozisyonuna bir hidroksil grubu eklenmesi ile
yiiksek INR degerlerinin saglanmasi muhtemeldir.

Haziran, 2003 Ozkan DANIS
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ABSTRACT

EFFECTS OF THE HYDROXY COUMARIN AND
AMINOCOUMARIN DERIVATIVES TO THE COAGULATION
PATHWAY

In this study, various dosages of 3-amino-4-hydroxycoumarin, which
synthesized by our division and 5,7-dihydroxy-4-phenylcoumarin and 7,8-dihydroxy-
3-(4-methylphenyl)coumarin, synthesized by Organic Chemistry division of our
department were administrated orally to the Sprague-Dawley rats. After 24 and 48
hours blood samples were taken from the hearts of the experimental and healthy
control groups. Coagulation time was measured by the Prothrombin Time test on the
plasma from the blood samples. Prothrombin time, R and INR values of the groups
were calculated and compared to the each other and the healthy controls. Among the
coumarin derivatives tested 7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl)coumarin showed the
highest anticoagulant effect. The INR values of 7,8-dihydroxy-3-(4-
methylphenyl)coumarin 20mg/kg after 48 hours was 1.17 and 50mg/kg after 48
hours was 1.22.

The INR values of the other compounds were as; 3-amino-4-
hydroxycoumarin 10mg/kg after 24 hours 1.08, 3-amino-4-hydroxycoumarin 10
mg/kg 48 hours 1.10, 3-amino-4-hydroxycoumarin 20 mg/kg after 48 hours 1.11,
5,7-dihydroxy-4-phenylcoumarin 20mg/kg after 48 hours 1.08 and 5,7-dihydroxy-4-
phenylcoumarin 50mg/kg after 48 hours 1.19.

The binding of 7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl)coumarin, which is the
most potent anticoagulant among the tested derivatives to Bovine Serum Albumin
was determined by the “Equilibrium Dialysis Method”. The r values calculated as the
amount of bounded ligand per mole of protein was 0.754 and the binding constant
was found as 1.81 10°M.

The result of this study showed that none of the tested derivatives can be use

as anticoagulant agents due to their low INR values. But we think that INR values of

VI



the 7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl)coumarin is promising and with hydroxylation
of the fourth position of compound high INR values can be obtained.

June, 2003 Ozkan DANIS
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

Kan pihtilagma sistemi, yliksek yapili organizmalarmn varliklarim
stirdiirebilmeleri i¢in ¢ok dnemlidir. Kan kayb: belli bir seviyeyi astiginda §liimciil
olabildigi gibi aym: zamanda her hangi bir yaralanma durumunda, dig ortamm
saldirisina agik kalan organizmanin hizli bir sekilde izolasyonunu yeniden saglayarak
hayatta kalmasinda belirleyici olabilir. Bunun yam sira kan pihtilagma sistemindeki
normalden sapmalar, kanun pithtilagmaya az veya ¢ok meyilli olmasi da biiyiik
sorunlara yol acar.

Pek ¢ok yaygin kardiyovaskiiler rahatsizliklar (6zellikle yaslilarda) tromboz
ile baglantilidir ve antitrombotik tedavi gerektirir (Fitzmaurice ve dig. 2002).
Warfarin ve Diigiik Molekiil Agirlikli Heparin gibi antikoagulanlarin tromboembolik
rahatsizliklarin  tedavisi ve engellenmesindeki klinik yararliiklan  yeni
antikoagulanlarin gelistirilmesi igin yapilan caligmalara biiyik ilgi uyandirmigtir
(Pancras ve dig. 2000).

Hidroksikumarin tiirevleri su anda diinyada en yaygin olarak kullamlan oral
antikoagulanlardir ve etkilerini K vitamini dongiisiinii etkileyerek gosterirler. Oral
antikoagulanlann etkileri Protrombin Zamani (PT) Testi ile olgiilebilir.

Plazmada yiiksek miktarda bulunan bir protein olan Serum Albumin pek ¢ok
hidrofobik drogun fizyolojik tasiyicist durumundadir. Bir drogun etkisinin
aragtirilmasinda albumine ne kuvvetle ve hangi oranda baglandifimin bilinmesi
6nemlidir.

Bu ¢alismada farkl: hidroksikumarin tiirevleri oral yolla deney hayvanlarina
verildi. Alinan kan 6rneklerinden elde edilen plazmada Protrombin Zamam Testi ile

kanama pihtilagma zamam tUzerine etkileri belirlenmeye c¢aligilmigtir. Ayrica en



yiiksek etkiyi gosteren drogun Sigir Serum Albumin (BSA) proteinine baglanmasi

arastinlmagtir.

. o



BOLUM II

GENEL BILGILER

II. 1. KAN PIHTILASMA SiSTEMI

Hemostaz bir damarm kesilmesi veya zedelenmesinden sonra kanamanin
durmasidir. Kan damarlanm orten endotelin tahrip veya yok olmasi halinde ise
tromboz goriiliir (Murray ve dig. 1990).

Hemostaz ve trombozda dort evre vardir:

1- Hasarli noktadan 6teye kan akigim azaltmak igin hasarli damarin
biiziilmesi.

2- Hasarin olugtugu noktada gevsek ve gegici bir trombosit kiimesinin
olugmasit. Trombositler damar duvarinin hasarli noktasinda kollajene baglanir ve bu
noktada pihtilasma sistemi tarafindan iiretilen trombin veya aktiflestirilmis diger
trombositlerden salinan adenozin difosfat (ADP) tarafindan aktif hale getirilir.
Trombositler aktiflegtirildiklerinde sekilleri degisir ve fibrinojen varliginda
hemostatik tika¢ (hemostazda) veya trombils (trombozda) yapmak {lizere
kiimelenirler.

3- Daha kararli bir hemostatik tikag veya trombiis yapmak lizere
trombosit kﬁmcsine baglanan bir fibrin ag1 olugmasi.

4- Plazmin tarafindan hemostatik tika¢ veya trombiisiin kismi eritilmest.

I1.1.1 Piht1 Tiirleri

Piht1, fibrin ve kan hiicrelerinden olusmustur ve kardiyovaskiiler sistemin

herhangi bir kisminda; damarlarda, arterlerde, kalpte ve kilcal dolagimda olusabilir.



Arteryal piht1, yiiksek akis sartlarinda olusur ve ince fibrin iplikgikleri ile birbirine
baglanmis trombosit agregatlarindan meydana gelmistir. Buna karst vendz piht, staz
bolgelerinde meydana gelir. Bu piht: baslica alyuvarlardan olusmustur. Alyuvarlarin
aralarinda yliksek miktarda fibrin molekiilleri yerlesmistir ve goreceli olarak az
sayida trombosit igerir. Orta derecedeki akig hizimi yavaslatmak igin olugan pihti,
alyuvarlarin, trombositlerin ve fibrinin bir kangimdir. Buna “karisik trombosit-
fibrin pihtist” adi verilir. Bir trombositge zengin arteryal pihti tikayict hale
geldiginde, staz olugur ve pihtt kirmizi staz pihtisi olarak adlandinlabilir (Hirsch ve
Anand 2001).

Piht1 bir siire sonra bir takim yapisal degisikliklere ugrar. Lokositler,
trombosit agregatlarindan veya plazma proteinlerinin proteolitik kisimlarindan
salinan kemotaktik fakttrlerce gekilir ve bunlar da pihtiya dahil olurlar. Trombositler
siserek parcalanirlar ve adim adim fibrin ile yer degistirirler. Sonugta fibrin pihtisi
endotelyal hiicrelerden ve l5kositlerden salinan fibrinolitik enzimlerce pargalanirlar.

Trombozun komplikasyonlarn damarm lokal olarak engellenmesi, trombotik
materyalin daha ileri embolizasyonu veya daha az yaygin olarak, hemostatik
elemanlarin harcanmasi etkilerinden kaynaklanir.

Arteryal pihti genellikle engellenmis akis bolgelerinde veya aterosiklerotik
plaklarin kirilma bélgelerinde olusur. Arteryal pthti kismen engelleyici olarak
kalabilecegi gibi tikanmiklik da olusturabilir. Akis yavas oldugunda stenoz (daralma)
derecesi artar ve pihtt tamamen engeleyici hale gelebilir. Trombosit aktivasyonu
kadar kan pihtilasmasinin da aktivasyonu arteryal trombozun patojenezi igin
onemlidir. Bu nedenle hem antikoagulanlar hem de trombosit fonksiyonunu
baskilayan droglar arteryal trombozun 6nlenmesi ve tedavisinde etkilidirler.

Vendz pihtt genellikle kol ve bacaklarin agag: kesimlerinde olusur ve siklikla
asemptomatiktir. Bununla birlikte eger damar duvarmin enflamasyonuna, akigin
engellenmesine veya pulmoner dolasymin tikanmasina neden olurlarsa akut
semptomlar fiiretebilirler. Eger vendz kapakgiklara zarar verirlerse venoz
hipertansiyon nedeniyle wuzun siireli komplikasyonlara neden olabilirler.
Antikoagulanlar vendz trombozun dnlenmesi ve tedavisinde son derece etkilidir.

Intrakardiyak trombi genellikle iltthaplanmig veya hasar gOrmiig
kapakgiklarda, bir miyokardiyal enfarkt bolgesine komsu endokardiyumda, bityiimiis
veya hareketi zorlasmis kardiyak c¢emberinde veya yapay kapak.c;lklar iizerinde
olugabilir. Kalpte kaldiklarinda genellikle asemptomatiktirler ancak beyin veya



sistemik dolagimda tikanikliga yol agtiklarinda ciddi komplikasyonlar iiretirler.
Intrakardiyak pihtinin &nlenmesi ve tedavisinde antikoagulanlar etkilidir ve yapay
kalp kapak¢igina sahip hastalarda antikoagulanlarin faydasinin  trombosit
aktivasyonunu baskilayici droglarla artti1 g6zlemlenmistir. ’
Kilcal damarlara ait tromboz yayilmig damar igi pihtilasmanin veya yaygin
trombosit agregasyonunun bir komplikasyonudur. Kanin dokulara akiginin
bloklanmas: ile mikropiht1 iskemik hasarlara neden olabilir. Antikogulanlar yaygin

damar i¢i pithtilagma tizerinde de etkilidirler (Hirsch ve dig. 2001, Hirsch ve Fuster
1994).

15.1.2 Kan Pihtilasmasi

Kan pihtilagsmas: deneysel olarak ¢aligilan ilk biyolojik proseslerden biridir.
Fibrin meydana gelmesiyle gozle goriilebilir pthtinin olusumu, ¢ok sayida faktdriin
katildig1 bir seri reaksiyonun bir sonucudur. Son 40 yildaki hizh gelismeye karsin
kan pihtilagmasi olaywnin pek ¢ok sathasi hala tam olarak anlagilamamistir ve bu alan

hematolojik arastirmalarin en hizli geligen dallarindan biridir (Lee ve dig. 1993).

I1.1.2.1 Kan Pihtilagmasinin Yollar

Kan pihtilasmasi fenomenini agiklamak i¢in ileri siiriilen teoriler farkliliklar
gosterebilir. Asagida yer alan tartismalar 1964 yilinda bagimsiz olarak MacFarlane
ve Davie ve Ratnoff tarafindan ileri siirilen selale (cascade) hipotezine
dayanmaktadir.

Selale hipotezinde pihtilagma, proenzim-enzim doniisiimlerinin birbirine
bagli olarak ger¢eklesmesi temeline dayanir. Normal halde plazmada inert onciil
molekiiller olarak bulunan pihtilagma faktorleri, aktive olduklarinda enzimlere
déniigiirler. Bu enzimler daha sonra siradaki 6nciil molekiilii aktif enzim formuna
doniistiiriir. Her ne kadar tek tek basamaklarin nasil gergeklestigi konusunda
tartigmalar siirse de temel yap1 ¢ogunluk tarafindan kabul gérmiistiir.

. Pfhtlﬁsma en az iki temel olarak farkli mekanizma ile baslar; yabanci yiizey
ile temas ve doku faktSriiniin etkisi. Bu, sonugta fibrin olusumuna gétiirecek ortak
bir yolu aktive edecek iki farkli yolun iglemeye baslamasim saglar.

Kan akisinun kisitlandigs bir alanda veya doku hasari olmaksizin bir damar

duvarinda gorillen anormallife yamt olarak kirmizi pihtinin olugmaya baslamasi



entrensek yolla yapilir. Doku hasarina yamt olarak fibrin pithtisnin baglamasi ise
ekstrensek yolla gergeklestirilir. Bu yollar, protrombinin trombine aktiflestirilmesi ve
fibrin pihtist yapmak iizere fibrinojenin trombinle kataliz edilen bir ¢ok noktalardan
kopmasin: igeren ortak yolda birlesirler. Entrensek, ekstrensek ve ortak son yol
karmagik olup birgok farl proteini kapsar (Lee ve dig. 1993).
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Sekil II. 1 Kan pihtilagmas: yollari. Entrensek ve ekstrensek yollar gdsterilmistir. Prekallikrein
(PK),Yitksek Molekiil Agirlikli Kininojen (HK), fosfolipidier (PL).



Tablo IL1 Kan pihtilagma faktbrlerinin adlandirilmasinda numaralama sistemi. Rakamlar bu

faktorlerin kesfedilme sirasini gstermekte olup bunlar etki sirasi ile iliskili degildir.

FAKTOR SIK KULLANILAN ADI ]
1 Fibrinojen

I Protrombin

m Doku Faktori Genel olarak pthtilagma faktorleri

v Ca™ olarak anihrlar

\'% Proakselerin, dayaniksiz faktor, akselatdr (Ac-) globiilin

Vi Prokonvertin, serum protrombin ¢evirim hizlandiric: (SPCA) kotromboplastini
VIII Antihemofilik faktdr A, antihemofilik globiilin (AHG)

IX Antihemofilik faktor B, Christmas faktorii

X Stuart- Prower faktdrit

X1 Plazma tromboplastin antesedan1 (PTA)

X1 Hageman faktorii

X Fibrini kararl hale getirici faktor (FSF), fibrinoligaz

Tablo I1.2 Kan pihtilagsmasima katilan proteinlerin islevleri.

Serin proteazlar olan zimojenler
Fakt6r X1 Damar duvan Orsenti noktasmmda agia c¢ikan kollajene yapisir;HMW kinninojen ve
kallikrein ile etkinlegtirilir.
Faktdr XI Faktor X1la
Fakor IX Ca® varhginda faktdr X1a tarafindan etkinlegtirilir.
Faktor V11 Ca™ varhiginda trombin tarafindan etkinlestirilir.
Faktdr X Protrombinaz kompleksleri (Ca** faktér VIIla ve 1Xa) ve doku faktorii  ve Ca™
varhginda faktor VIia tarafindan aktiflestirilmis trombositlerin yiizeyinde etkinlestirilir.
Faktor 11 Protrombinaz kompleksleri (Ca® faktor Va ve Xa) tarafindan aktiflestirilmis
trombositlerin yiizeyinde etkinlestirilir.
(Faktor 11, VII, IX ve X Gla iceren zimojenlerdir)
Kofaktdrler
Faktor VIII Trombin tarafindan etkinlestirilir; Faktsr V1lIa, faktsr X’un faktor IXa tarafindan
etkinlestirilmesinde bir kofaktordiir.
Faktor V Trombin tarafindan etkinlestirilir; faktér Va, protrombinin faktor Xa tarafindan
etkinlestirilmesinde bir kofaktordiir.
Doku faktdrii | Faktor VII icin bir kofaktdr olarak davranabilmesi igin fosfolipid gereksinen uyarilmis
(faktor ITI) endotel hiicrelerinin yiizeyinde a¢iga ¢ikan bir proteindir.
Fibrinojen
Faktor 1 Fibrin pihtist olusturmak i¢in trombin tarafindan kesilir.




Tablo 11.2 Kan pihtilagmasina katilan proteinlerin islevleri. (Devam)

Tiyole bagh transglutaminaz

Faktor X111 Ca™ varligmda trombin tarafindan etkinlegtirilir; Kovalent ¢apraz baglanarak fibrin

pihtisini kararls hale getirir.

Diizenleyici ve diger proteinler

Protein C Trombomodiiline bagh trombin tarafindan etkinlestirilir; aktif halde faktor VIIla ve
Va’y1 yikima ugratir. Gla kalintilari igerir.

Protein S Protein C’nin kofaktdrii olarak davranir Gla kahintilar igerir.

Trombomodiilin | Endotel hiicrelerin yiizeyindeki proteindir, trombine baglanir ve daha sonra pretein C’yi

etkinlestirir.

11.1.2.2 Entrensek Yol

Temas aktivasyonu, faktor XII, XI, IX, VII, Yiiksek Molekiil Agirlikl
Kinninojen ve prekallikreini igeren bir seri reaksiyonu baslatir. Bu reaksiyonlar
faktésr X’ u aktive edecek enzimin olugmasim saglar ve entrensek yol olarak
adlandiritmustir (Murray ve dig. 1990).

Bu yol prekallikrein, HK, Faktor XII ve XI’in negatif yiklii aktiflestirici bir
—yﬁzeyle kargilastigi ‘temas evresi’ ile baglar. Temas evresi ile ilgili kamtlarin
giivenilirligi sliphelidir, glinkii faktr XIa’ min olusumuna kadar olan basamaklar
hakkindaki bilgimiz in vitro deney sonuglarina dayanmaktadir ve canli viicudunda
gerceklesen olaylarla gok az benzerlik tagiyabilir. 1 vivo kosullarda olasihikla bir kan
duvaninin agiga gikan yiizeyinde bulunan kollajen bu noktay1 saglarken, entrensek
yolun in vitro testlerinde bu amagla cam veya kaolen kullanilabilir. Temas
aktivasyonunu saglayan biyolojik yiizeyler deri, eklem kikirdagi, uzun zincirli yag
asidleri, {iirik asid, homosistein, bakteri lipopolisakkaridleri, karageenan ve
muhtemelen fibrin ve elastindir.

Temas evresinin komponentleri aktiflestirici ylizey {zerinde bir araya
geldiginde faktdr XI1, kallikreinin yaptigi proteolizle faktdr Xlla’ ya etkinlestirilir.
Bu agamada faktdr XI1I konformasyonel degisiklikler sonucu daha hidrofobik hale
gelir ve enzimatik aktivite kazanir. Kallikrein tarafindan tiretilen bu faktor Xlla daha
fazla kallikrein {iretmek iizere prekallikreine saldinr ve kargihikh bir aktiflesme
kurgular, Son elde edilen deney sonuglart eser miktarlarda faktér Xlla’ mn faktor
XII’ yi aktive edebildigini gostermistir. '




Kanitlar entrensek yolun optimal aktivasyonunun kinin sisteminin katilim ile
oldufunu gostermektedir. Prekallikrein aktivasyonu faktér Xlla, plazmin ve
muhtemelen diger plazma proteinlerinin proteolitik aktivasyonunu gerektirir. Bu
reaksiyon prekallikreinin kallikreine doniisiimii ile sonuglanir. Kallikrein in vitro
olarak faktér XII’ nin faktor Xlla’ ya aktivasyonunu ve faktér XII’ nin
fragmentasyonunu hizlandirir. Ayrica direkt olarak faktér IX ve plazminojeni de
aktif hale getirebilir (Lee ve dig. 1993).

HK faktor Xlla’ nin dogal subsratlarina karst olan etkinligini attirarak gorev
yapar. Ek olarak HK, fibrinojenin ylizeyler tarafindan adsorbsiyonunu kolaylagtirir
ve sistein proteaz aktivatorii olarak davranabilir.

Faktor XlIla olugtugunda iyonik kalsiyumun katilimi olmaksizin faktor XI%i
Xla’ya aktiflestirir ve HK’ den bradykinin ( giilii bir vazodilatér etkiye sahip bir
nonapeptid)  serbestler. Reaksiyon fosfolipidler tarafindan hizlandirilir ve olugan
faktor Xla bir serin proteaz olarak davranir. Bradykininin pek cok biyolojik ve
muhtemel etkilerine karsin pithtilagma {izerinde goriinen bir etkisi yoktur. Bununla
birlikte kininojen aktivasyonundan sonra olusan histidince zengin peptidler faktor
XII" nin aktivasyonunu inhibe edebilirler. Yiiksek derecede saflastiriimis sistemlerde
HK noksanliginda faktor Xlla tarafindan faktér XI aktivasyonu gerceklesmez (Lee
ve dig. 1993) .

Ca®* varhgnda faktor Xla, faktor IX’ u faktor IXa denilen serin proteaza
aktiflestirir. Bu ise iki zincirli serin proteaz olan fakttér Xa ‘y1 vermek lizere faktor X
daki (56 kDa) bir arjinin-izoldsin bagim koparir. Bu son tepkime aktiflestirilmis
trombositlerin yiizeyinde tenaz kompleksi adi verilen komponentlerin bir araya
gelmesini gerektirir. Bunlar: Ca®* ve faktor Villa ve faktor IXa ile faktor Xdur. y-
karboksiglutamik asid (Gla) igeren zimojenlerin (faktor II, VII, IX, X) katildig1 biitiin
tepkimelerde amino ug boélgesindeki Gla kalintilarinin, Ca*" igin yiiksek afiniteli bir
baglama noktasi olarak hizmet ettigine dikkat etmek gerekir. Bu tenaz kompleksinin
bir araya getirilmesi i¢in trombositlerin, normal dinlenim halindeki aktiflestirilmemis
trombositlerin plazma zarlarimin i¢ yiiziinde yer alan asidik (anyonik ) fosfolipidler,
fosfatidil serin ve fosfatidil inositolii ortaya ¢ikarmak tizere dnce aktiflestirilmeleri
zorunludur. Bir glikoprotein olan faktér VIII (330 kDa) bir proteaz onciilii olmayip
trombosit ylizeyindeki faktér IXa ve X’a ait bir reseptdr olarak hizmet eden bir
kofaktordiir (Marquette ve dig. 1995). Faktdr VIII, ¢ok kiiciik miktarda trombinle



faktor VIIIa vermek {izere etkinlestirilir ve bu ise trombin ile daha da kesilerek

etkinsizlestirilir.

I1.1.2. 3. Ekstrensek Yol

Pihtilasma doku faktorii ile baglatildipinda bu molekiil ile faktér VII
arasindaki iligki faktor X’ u aktive eden bir enzimin sentezi ile sonuglanir ve
ektrensek yol olarak adlandirilmistir (Murray ve dig. 1990).

Faktor Xa entrensek ve ekstrensek yollarin kesistigi noktada goriiliir ve kan
pthtilasmasinin son ortak yoluna yol agar. Ekstrensek yol doku faktérii, faktor X, VII
ve Ca™" y1 kapsar ve fakt6r Xa iiretimi ile sonlanir. Bu yol, faktér X un faktér Vlla
ile katalizlenen aktivasyonunda bir kofaktér olarak davranan doku faktoriiniin ifade
edildigi doku hasar noktasinda baglar. Faktér Vila entrensek yolda tenaz kompleksi
tarafindan kinlan faktor X’daki ayni arjinin- izoldsin bagim kirar. Faktor VII bir
zimojen ise de gorece yiiksek bir endojen etkinlige sahiptir; bu etkinlik trombin veya
faktdr Xa tarafindan etkin serin proteaz VIla’ ya gevrilmekle artar. Faktor X* un
aktivasyonu entrensek ve ekstrensek yollar arasinda onemli bir baglantidir.
Ekstrensek ve entrensek yollar arasinda énemli bir etkilesim doku faktorii ve faktor
Vlla komplekslerinin entrensek yoldaki faktdr IX’ u da aktiflestirmesidir. Gergekten
de, doku faktérii ile faktor VIla arasinda kompleks olusmast kan pihtilasmasinin in
vivo baglatilmasina katilan kilit olay olabilir. Entrensek yolun, faktorXIl,
prekallikrein ve Yiiksek Molekill Agirlikli Kininojenin katildigi bu baglangig
basamaklarinin fizyolojik 6nemi, bu komponentlerinde kalitimsal bozukluklar
bulunan olgularda kanama sorununun olmayisindan &tlirli pek ¢ok soru isareti
dogmustur. Aym sekilde, faktér XI’ de eksiklik bulunan olgularda da kanama
sorunlari gézlemlenmeyebilir (Tunali, 2002, Lee ve dig. 1993).

I1.1.2.4 Ortak Yol

Intrensek ya da ekstrensek yolda {iretilen faktér Xa son ortak yolda
protrombini (faktér I ), trombine (faktdrlla ) ¢evirir. Bu da daha sonra fibrinojeni
fibrine déndiiriir. Bu mekanizma ortak yol olarak adlandirilmstir (Murray ve dig.
1990).

Protrombonin aktivasyonu tipki faktér X gibi aktiflegtirilmis trombositlerin
ylizeyinde g6riiliir ve trombosit anyonik fosfolipidleri, Ca*, fai<t6r Va, Xa ve

protrombinden olusan bir protrombinaz kompleksinin bir araya gelmesini gerektirir.
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Faktér VII ve seriiloplazmin ile benzerlik gdsteren bir glikoprotein olan
faktér V (330 kDa ) karaciger, dalak, ve bébrekte sentezlenir ve trombositlerde ve
plazmada bulunur (Rand ve dig. 1995). Tenaz kompleksinde faktér VIII’ e benzer
sekilde bir kofaktor olarak etki yapar. Eser miktarda trombinle faktér Va’ ya
aktiflestirildiginde trombosit zar {izerindeki 6zgiil reseptorlere baglamr ve faktér Xa
ve protrombinle bir kompleks olusturur. Trombinin daha ileri etkisiyle daha sonra
inaktif hale getirir ve bu olay protrombinin trombine aktivasyonunu sinirlayan bir yol
saglar. Protrombin trombosit zar: tizerinde faktdr Xa ve Va kompleksine baglaninca,
etkin, iki zincirli trombin molekiilii vermek {izere iki noktadan faktdr Xa tarafindan
kesilir ve daha sonra bu trombin trombosit yiizeyinden salinir. Trombinin A ve B
zincirleri bir distilfid bag; ile bir arada tutulur.

Fibrinojen ( fakt6r I 340 kDa) suda ¢6ziinen bir plazma glikoproteinidir, 47.5
nm boyundadir, distilfid kopriileri ile kovalent olarak baglanmis, birbirinin aym
olmayan ii¢ ¢ift polipeptid zincirinden (Aa,Bp,y) olusur (Veklich ve dig. 1992).
Zincirlerin amino ug sonlanmalarinda yer alan ve sirasiyla fibrinopeptid A (FPA) ve
B (FBP) ad: verilen A ve BB zincirlerinin A ve B béliimleri, aspartat ve glutamat
kalintilarinin varligi ve FBP de alisilmadik bir tirozin o-siilfatin bulunmasindan 6tiirii
fazladan eksi yiikler tasir. Bu eksi yiikler fibrinojenin plazmada ¢oziiniirliigiine
katkida bulunur ve fibrinojen molekiilleri arasinda elektrostatik itme yaparak
bunlarin kiimelenmesinin 6nlenmesine de yardim eder.

Hemostazdaki rolilniin yam sira fibrinojen ayrica enflamasyon, yara
iyilesmesi, ve hiicre farklilasmasi gibi olaylara da ¢esitli etkilesimler yolu ile katilir.
Bu etkilesimler fibrinojenin endotelyal hiicrelere, lSkositlere ve ekstraseliiler
matriksin komponentlerine baglanmasini icerir (Cote ve dig. 1998).

Trombin (34 kDa) plazmada bulunan bir serin proteaz olup fibrinopeptidler
ile fibrinojenin Ao ve B zincirlerinin o ve B kisimlar arasindaki dért tane arjinin-
glisin baglarini hidroliz eder. Trombin tarafindan fibrinopeptidlerin salinmas: alt
birim yapisina sahip (o,B,y)2 fibrin monomeri tiretir. FBA ve FBP sirasiyla 16 ve 14
kalint1 igerdiginden fibrin molekiilii fibrinojende bulunan kalintilarin %98’ ini korur.
Fibrinopeptidlerin uzaklastirilmasi baglanti noktalarint agiga ¢ikarmakta olup bu da
fibrin monomerleri molekiillerinin, suda ¢dziinmeyen bir fibrin pihtist olusturmak
iizere diizenli bir tabakalagsma yapmak i¢in kendiliginden kiimelenmesine izin verir.

Beyaz ve kirmizi pihtilan iste bu trombosit, alyuvar ve diger yaprtaslarimi igine
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hapseden, suda g¢dziinmeyen fibrin monomerinin olugmast saglar. Bu ilk fibrin
pihtist goreceli olarak zayiftir, sadece fibrin monomerlerinin kovalent olmayan
birlikteligi ile bir arada tutulur.

Trombin, fibrinojeni fibrine ¢evirmesine ek olarak faktdr XIII't faktor Xilla
ya da gevirir. Bu faktdr, proteolize direnci arttirilmis ¢ok daha kararli bir fibrin
pihtist vermek {izere glutaminin amid gruplan ile lizin kalintilarin e-amino gruplan
arasinda peptid baglar1 yaparak fibrin molekiillerini kovalent ¢apraz baglarla

birbirine baglayan 6zgiil bir transglutaminazdir (Tunali, 2002, Lee ve dig. 1993).

I1.1.2.5. Dolasimdaki Trombin Miktarmin Denetlenmesi

Hemostaz veya trombozun seyri sirasinda bir kez etkin trombin olustugunda
daha fazla fibrin olusumu veya trombosit aktivasyonunun engellenmesi i¢in bunun
derigiminin dikkatle denetlenmesi zorunludur. Bu ise iki sekilde bagsarilir. Trombin,
dolasinda etkin olmayan onciilii olan protrombin halinde bulunur ve protrombin bir
enzimatik tepkimeler gelalesi tarafindan aktive edilir. Selalenin her basamaginda,
geribildirim mekanizmalari, etkinlestirme ve inhibisyon arasinda ince bir denge
olusturur. Faktér XII’ nin plazmadaki derigimi yaklasik 0.03 mg/mL iken,
fibrinojenin ki 3 mg/mL olup arada yer alan pihtilagma faktorlerinin derigimi gelale
fizerinde her bir alt basamakta artar ve bu da pihtilagma selalesinin bir biiyiitme
sagladigini gosterir. Trombin ekinliginin denetlenmesinde ikinei yol, olusan her
hangi bir trombinin dolagimdaki inhibitdrler tarafindan inaktif hale getirilmesidir.

Normal plazmada dort adet dogal trombin inhibitdrii bulunur. Bunlarin en
Onemlisi, antitrombin etkinliginin yaklagtk %75’ ini saglayan antitrombin III” tiir.
Antitrombin III; faktér 1Xa, Xa, Xla, ve Xlla’ nin etkinliklerini de inhibe edebilir.
ay-Makroglobiilin - antitrombin  etkinliginin geri kalanimin  biiyllk boliimiini
saglamakta olup fizyolojik kosullarda heparinkofaktér 1l ve a;-antitripsin kiigiik
inhibitorler olarak etki yapar. Antitrombin I’ {in i¢ kaynakli etkinligi heparin gibi
asidik proteoglikanlarin varlig: halinde biiyiik dlgiide artar (Murray ve dig. 1990).

11.1.2.6 Fibrin Pihtilarimin Coziilmesi

Pihtilagma sistemi normalde fibrin pihtilaninin siirekli olusup ¢dzlindugt
dinamik bir denge halindedir. Fibrin ve fibrinojenin yikilmasindan esas olarak

sorumlu serin proteaz olan plazmin dolasimda etkin olmayan zimojeni olan
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plazminojen (90kDa) halinde bulunur. Fizyolojik kosullarda sivi fazda olusan
herhangi bir kiigiik miktarda plazmin hizli etki yapan plazmin inhibitdrii olan ay-
antiplazmin tarafindan hizla inaktive edilir. Plazminojen hem fibrinojen hem fibrine
baglanir ve bdylece olugmalar: sirasinda pihtilarin igine yerlesir. Fibrine bagli iken
olusan plazmin ay-antiplazminden korunmus oldugundan etkin halde kalir. Cesitli
tipte plazminojen aktivatdrleri viicut dokularinin gogunda bulunur ve bunlarin tiimii
iki zincirli serin proteaz olan plazmin vermek iizere plazminojendeki arjinin-valin
bagini koparirlar.

Doku plazminojen aktivatorii (t-PA) hasar veya stres kosullarinda damar
endotelinden dolagima salinan ve fibrine baglanincaya kadar etkisiz olan bir serin
proteazdir. Fibrine baglandifinda t-PA plazmin vermek fizere piht1 iginde
plazminojeni kirpar ve bu plazmin daha sonra suda ¢6ziinen yikim {iriinleri vermek
ve dolaysi ile pihtty1 ¢ozmek iizere pihtiy1 sindirime ugratir (Fay ve dig. 1994). Ne
plazmin ne de plazminojen aktivatdrii bu yikim {iriinlerine bagli kalmay:
stirdiiremediginden bunlar sivi faza saliir ve burada kendi dogal inhibitérleri
tarafindan inaktive edilirler. Protirokinaz, fibrin igin ayni derecede yiiksek segicilik
gostermeyen plazmojenin ikinci bir aktivatorii olan iirokinazin énciiliidiir. Dig salg:
‘kanallarini drten bazi epitel hiicreleri tarafindan salgilanan {irokinazin bu gibi
kanallara biriken herhangi bir fibrinin eritilmesine katildig1 diisiintilmektedir (Tunals,
2002, Murray ve dig. 1990).

11.1.2.7 Trombositlerin Aktivasyonu

Hemostatik tikag veya pihtt olusurken hemostazin goriilebilmesi igin
trombositlerin kan damarlarimin agiga ¢ikan kollajenine yapigmasi, taneciklerinin
igerigini bogaltmas: ve agregasyonu iglemlerinin sirasiyla gergeklesmesi zorunludur.

Trombositler kollajene von Willebrand faktoriiniin katildig: bir tepkime ile,
trombosit yiizeyinde yer alan glikoprotein kompleksi GPla-Ila (a,f; integrin) dahil
o6zgiil resptérler yolu ile yapisir. Bu madde endotel hiicreleri tarafindan plazmaya
salgilanan bir glikoprotein olup faktsr VII’ i kararli hale getirir ve kollajen ile
subendotele baglanir. Trombositler, trombosit yiizeyindeki bir glikoprotein
kompleksi (GPIb-V-IX) yolu ile von Willebrand faktoriine baglanir; bu etkilesim
ince damarlar ve daralmig arterlerde goriilen yiiksek stres kosullanngla trombositlerin

subendotele yapismasi i¢in dnemlidir. (Saenko ve Scandella 1995)
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Normalde dolagimdaki trombositler uyarilmamis haldedir. Ote yandan
hemostaz ve tromboz sirasinda olaya katilan trombositler aktive edilir. Trombosit
aktivasyonu trombosit seklinde degisiklikler, tanecikler igindeki maddelerin
salgilanmasi ve agregasyonunu igeren karmagik bir siirectir.

Pihtilagma selalesinde olugan ve trombositlerin en giiglii etkinlestiricisi olan
trombin plazma zan iizerindeki reseptorii ile etkileserek in vivo kosullarda trombosit
aktivasyonunu bagslatir. Trombinin reseptdrii ile etkilesmesi plazma zanndaki bir
fosfolipaz C* nin aktive olmasini saglar. Bu enzim fosfatidil inositol 4,5-bifosfat’s
hidroliz ederek 1,2- diagilgliserol ve 1,4,5- inositoltrifosfat gibi iki i¢ efektsr molekiil
olusturur.

Diagil gliserol, bir trombosit proteini olan plekstrin’i (47 kDa) fosforile eden
protein kinaz C’ yi uyanir. Bu proteinin fosforilasyonu c¢esitli tipte trombosit
taneciklerinin agregasyon ve igeriklerini serbest birakmasina neden olur. Kesif
taneciklerden serbest kalan ADP de trombositleri aktive edebilir ve bir grup
trombositin daha ek olarak etkinlestirilmesine neden olur. 1,4,5-inositoltrifosfat, esas
olarak kesif tiibiiler sistemden sitoplazma igine Ca®* salinmasina neden olmakta, bu
ise daha sonra miyozinin hafif zincirlerinin fosforilasyonuna yol agmak iizere
kalmodiilin ve miyozin hafif zincir kinazi ile etkilegmektedir. Bu zincirler daha sonra
aktin ile 'etkinleserek trombositin seklinde degisikliklere neden olur. .

Artmis sitozolik Ca?*  diizeyleri tarafindan trombosit fosflipaz Ay’ sinin
kollajenle kamgilanan aktivasyonu tromboksan A, olusumuna yol a¢gmak {izere
trombosit fosfolipidlerinden arasidonik  asid serbestlenmesine neden olur.
Tromboksan A ise fosfolipaz C’ yi daha da aktive ederek trombosit agregasyonunu
tesvik eder. Aktive olmus trombositler bir trombosit kiimesi olugturmanin yam sira
pihtilagma selalesinde yeni ifade edilen anyonik fosfolipidler yolu ile faktor X ve II’
nin aktivasyonunu hizlandirmak igin de gereklidir. Trombin, kollajen ADP ve
trombosit aktive edici faktdr gibi digerleri dahil agregasyon yapan tiim ajanlar,
fibrinojenin aktive edilmis trombosit yiizeyindeki bir glikoprotein kompleksi olan
GPlIb-Illa’ ya (a-P3 integrin) baglanacag: sekilde trombosit yﬁzeyini degisiklige
ugratir. Fibrinojen moiekﬁlleri daha sonra birbirine bitisik aktif trombositleri bir
digerine baglayarak bir trombosit kiimesi yapar. Adrenalin, serotonin ve vazopressin
dahil bazi ajanlar diger agregasyon yapan ajanlarla arttirilmus etkiler gosterir (Murray
ve dig. 1990). '
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II.1.2.8 K Vitamini Dongiisii ve K Vitamini Bagimli Pihtilasma

Faktorleri

Dogada K vitamini iki formda bulunur. K; vitamini (filokinon), ¢esitli bitkisel
yaglarda ve lifli bitkilerde bulunur. K, vitaminleri gesitli bakteriler tarafindan
sentezlenirler. Bu vitamine olan giinliik ihtiyacin 0.03- 2 pg/kg giin oldugu ileri
stirlilmiigtiir. Hem K; hem de K, vitaminleri yagda ¢oziiniir ve yalnizca safra
tuzlarimin varhginda emilirler (Lee ve dig. 1993).

K vitamini pihtilasmada gorevli protrombin, faktor VII, IX, ve X ile protein C
ve S’ nin biyosentezi i¢in gereklidir (Fasco ve Principe 1982, Morris ve dig. 1993)

Trombinin 6nciilit olan protrombin pihtilasmanin ortak yolunda gérev yapan
bir proenzimdir. Sentezi karacigerde gerceklesir. Insan protrombini 69.000 molekiil
agurligina sahiptir ve %2-10 karbohidrat igerir. Bir disiilfid kopriisii igeren tek bir
polipeptidden olugmustur. Protrombinin amino terminal bolgesi yaklasik olarak 10
adet Gla kalintist igerir. Icerdigi kalsiyum baglanma bélgeleri protrombinin
protrombinaza baglanmas: i¢in gereklidir. Molekiil karboksi terminal bolgesinde
serin proteaz etkisi gosterir (Bristol ve dig. 1996).

Bu proenzim insan plazmasinda yaklasitk olarak 10-15mg/ dL
konsantrasyonunda bulunur. Viicudun toplam protrombin havuzunun biiyik bir kismm
lenf sivisindadir. Cevrim hizi 2.4 mg/kg giindiir.

Faktor VII pihtilagmanin ekstrensek yolunda doku faktorii ile birlikte gérev
yapan bir proenzimdir. Insan faktor VII proteini ile yapilan saflastirma ¢alismalari,
kaynaga ve uygulanan metoda bagli olarak 48.000 ila 100.000 arasinda bir molekiil
agirlifina sahip oldugunu agiga ¢ikarmugtir. Molekiil bagina 8.8 Gla kalintisina
sahiptir. Insan plazmasindaki konsantrasyonu 3 mg/dL olarak tahmin edilmektedir.
Plazma proteinleri arasinda faktor VII 4- 6 saatlik yari 6miir ile en yiiksek ¢evrim
hizina sahip olamidir.

Faktor IX pihtilagmanin ekstrensek yolunda gérev alan bir proenzimdir. Sigir
faktér IX* u 55.000 molekiil agirhigma sahiptir ve tek bir polipeptid zincirinden
olusmustur. Yaklagtk %26 oraninda karbonhidrat igerir ve sialik asidlerin
uzaklastirilmas: ile inaktif hale gelir. 12 Ca?" baglanma bélgesi ierir. Insan faktdr
IX’ u 54.000 molekiil agirligina sahiptir ve X kromozomunun uzun kolunun ucuna
yakin yerlesmistir. Viicut faktér IX havuzunun %60° 1 ekstravaskiilerdir. Faktor IX
sentezlenirken sinyal peptidinin uzaklastinlmasi, N- ve O- bagh glikozilasyon,
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in B-hidroksilasyonu, amino terminalinden ilk 12 glutamik asit kalintisinin
karboksilasyonu ve 18 amino asidlik propeptidin kesilmesi gibi modifikasyonlara
ugrar. Plazmada yalnizca eser miktarlarda bulunur (3pg/ mL), yar1 6mrii yaklagik 24
saattir (Bristol ve dig. 1993).

Faktor X pihtilagmanin ortak yolunda protrombinaz olugumu i¢in gerekli olan
bir proenzimdir. Hem entrensek hem de ekstrensek yolun tiriinleri ile aktive olur.
Insan faktor X’ unun molekiil agicign 59.000 dir. Sigir faktér X’u %10 karbonhidrat
icerir ve molekill bagmna yaklasik 14 y-karboksiglutamik asid kalintisina sahiptir.
Sirastyla 38.000 ve 17.000 molekiil agirhiina sahip iki polipeptid zincirinden
olugmugtur. Tiim karbonhidratlar agir zincirde bulunurken, hafif zincir faktér X un
fosfolipidlere baglanmas: igin gerekli olan Ca®* baglanma bolgelerini igerir. Faktor
X’un plazmadaki konsantrasyonu 1.2 mg/ dL dir.

Fakt6r Xa’ nin inhibisyonunun normal hemostazin saglanmas: i¢in gerekli
bazal trombin aktivitesi seviyelerini etkilemeden, hem ekstrensek hem de intrensek
yolla tiretilmis trombin miktarini azaltabilecegi diigiiniilmektedir (Pancras ve dig.
2000).

Protein C ilk olarak 1966 yilinda Seegers tarafindan tammlannustir.
Kofaktorleri ve inhibitorleri ile birlikte pihtilasma sisteminin Snemli bir
modiilatoriidiir. Kandaki 6nemli fizyolojik antikoagulanlardan biridir. Protein Ca
faktor VIIla ve faktdr Va’ yi1 proteolitik olarak pargalar. Hem protein C hem de
protein S’nin eksikligi ciddi tromboembolik sorunlara yol agar. Insan protein C
molekiilii 62.000 molekiil agirligina sahiptir. Esit olmayan uzunluklarda iki
polipeptid zincirinden olusmusgtur. Hafif zincir 10 Gla kalintisina sahipken agir zincir
aktif serin kalintisina sahiptir ve trombin kesme bolgesine sahiptir. Plazmadaki
konsantrasyonu 2-6 mg/L civarindadir. (Gresele ve dig. 1998)

Trombomodiilin protein C’ nin bir kofaktériidiir. Trombinle hizla 1:1
oraninda kompleks olusturur ve eser miktarda trombinin mikrodolagimdan
uzaklagtinlmasim saglar. Trombomodiilin protein C yolu protrombinin aktivitesini ve
asin sentezlenmesini inhibe eden dogal bir antikoagulan mekanizmadir (Isermann ve
dig. 2001).

Protein S 71.000 molekiil agirliga sahip tek zincirli bir polipeptiddir ve 10
Gla kalintis1 igerir. Karacigerde sentezlenir. Goriindiigi kadartyla protein C’ nin

etkisi i¢in gerekli bir kofaktérdiir. (Benzakour ve Kanthou 2000)
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K vitamini bagimli proteinlerin biyosentezi bir seri kompleks post-
translasyonel modifikasyonu gerektirir. Bunlarin arasinda, sinyal peptid dizisinin
¢ikanlmasi, N- ve O- bagl glikozilasyon, bazt durumlarda bir aspartat kalintisinin
hidroksilasyonu ve internal bazik kalintilarin uzaklastirilmasi diger salgilanan
proteinlerle paylagtiklan ortak reaksiyonlardir, bununla birlikte y- karboksilasyon
farkli bir translasyon sonras: modifikasyondur (Chu ve dig. 1996).

K vitamini, K vitamini bagmli proteinlerin N-terminal bdlgelerindeki
glutamat kalintilarimin karboksiglutamata post-translasyonel karboksilasyonu igin
gerekli bir kofaktordiir. Karboksilasyon K vitamini bagiunh proteinlerin hem
fosfolipid ylizeylerdeki kofaktorleri ile kalsiyum bagimh komplekslesmesi hem de
biyolojik aktivitesi igin gerekli olan konformasyonel degisiklikleri gegirmesine izin
verir. K vitamini bagimli koagiilasyon fakté6rlerinin karboksilasyonu K vitamini’nin
indirgen formu (KH;) molekiiler oksijen ve karbondioksid gerektiren bir karboksilaz
tarafindan katalizlenir. (Morris ve dig. 1993) Vitamin K bagimli karboksilaz
endoplazmik retikulum membraninda yerlesmistir (Sugiura ve dig. 1996) ve

reaksiyon endoplazmik retikulumda gerceklesir (Huber ve dig. 1990}

< 0,.co, -
y \¥‘4’:< o
7 Kabordial N
4 _ ~
s .
/s N
J
/ %

OH 0
/\ N Vi H.\I<
L ! * <0
\/\\/\R \‘/ R

OH a
Hidrokinon ¥ AD{P) Epoksit

M
X - - Rediktaz /
[ » |
\\ NAD(PJH
0 .
x.sz/x ~_ /n\r %—;.(SHIZ
W aratin \ i

! Wafarm
x‘smz X \l/\n XYS
aQ
Kinon

Sekil 11.2 Karaciferdeki K vitamini Déngiisii
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Reaksiyon stiresince vitamin KH, vitamin K rediiktaz tarafindan K
vitaminine gevrilen vitamin K epokside okside olur. K vitamini daha sonra vitamin
K rediiktaz tarafindan vitamin KH;’ye indirgenir. K vitamini antagonistleri
antikoagulan etkilerini vitamin K epoksid reditktaz ve muhtemelen vitamin K
rediiktaz: inhibe ederek gosterir. Bu proses sonucu K vitamini eksikligi olugur ve K
vitamini bagimli pihtilagma faktorlerinin karboksilasyonunu sinirlar. Ek olarak K
vitamininin antagonistleri diizenleyici gérev yapan proteinlerin (protein C, protein S)
karboksilasyonunu da simrlar ve bdylece bu antikoagulant proteinlerin fonksiyonunu
bozar. K vitaminin ¢evrimini inhibe ederek oral antikogulantlar, kismi
karboksilasyon ve dekarboksilasyona yol agarlar ve bu nedenle fonksiyonsuz
proteinlerin hepatik tiretimine ve salgilanmasina sebep olurlar (Fasco ve Principe
1982, Cain ve dig. 1997, Furie ve dig. 1999, Murray ve dig. 1990, Lee ve dig. 1993).

K vitamini bagimli proteinlerin y-glutamil karboksilaz tarafindan
taninmasindan kisa bir peptid dizisi sorumludur (Wu ve dig. 1997). Bu bdlge y-

karboksilasyon tanimlama bolgesi olarak adlandirilmigir.

II.1.3 Trombozun Klinik Sonu¢lar:t Ve Antikoagulanlara
Olan Ihtiyac

1991 yili itiban ile vendz tromboembolizma Amerika Birlesik Devletleri’nde
yaklasik olarak 300.000 hastane kaydindan sorumludur. Pulmoner embolizma
hastalarin %12’sinin 6liimiine neden olur veya yardimei etkendir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde de her yil 50.000 ila 250.000 &limden sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Tromboz, aterosklerozun pek ¢ok akut komplikasyonlarindan
sorumludur ve ilerlemesine yardimci olur (Khrenov ve dig. 2002). Aterosklerozun
etkileri ¢ok biiyiiktiir. Genel bir patolojik proses olarak ateroskleroz kalp, beyin,
abdomen ve bacak arterlerine etki ederek, akut ve kronik iskemi, ani &liim,
miyokardiyal enfarkt, kararli veya kararsiz anjina, iskemik kardiyomiyopati, kronik
aritmi, inme ve bunamay: igeren iskemik serebrovaskular rahatsizliklar ve renal
hipertansiyon gibi hastaliklara neden olur. Ateroskleroz ve onun trombotik
komplikasyonlar1 ayrica bairsak iskemisine neden olabilir ve diyabet ve
hipertansiyonun komplikasyonlarina katkida bulunabilir. Kalpte meydana gelen

tromboembolizma atrial fibrillesme, akut miyokardiyal enfarkt, valvular kalp
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rahatsizhiklarina ve kardiyomiyopatilere sahip hastalarda embolik inme ve periferal

embolizmaya sebep olabilir (Hirsch ve dig. 2001, Hirsch ve Fuster a 1994).

11.1.4 Pihtilagma Sistemini Ol¢en Laboratuar Testleri

Hemostazin dort evresini Slgebilmek igin bir grup laboratuar testi vardir. Bu
testler trombosit sayimi, kanama zaman, kismi tromboplastin zamam (PTT), aktif
kismi tromboplastin zamani (APTT), protrombin zamani (PT), trombin zamani,
fibrinojen derisimi, fibrin pihtt kararlilign ve fibrin yikim iirlinlerinin 6l¢timiinii
kapsar. Trombosit sayim1 trombosit sayisim belrlerken, kanama zamani trombosit
islevinin tiimiinti Slger. PTT entrensek, PT ekstrensek yolu 6lger. Warfarin gib
antikoagulanlarin etkinligini 6lgmede PT kullanilirken, heparin tedavisinin izlenmesi
icin APTT kullanilir.

Protrombin zamami testi ekstrensek pthtilagma sistemini inceleyen, bu
sistemmdeki kalitimsal veya sonradan kazamlmig bozukluklan teshis etmek ve
ozellikle antikoagulan tedaviyi izlemek lizere kullanilan g¢ok 6nemli bir testtir. ik
olarak 1935 yilinda Quick ve arkadaglar: tarafindan kullanilmugtir.

PT testinde plazmaya Ca’" iyonlari ve tromboplastin (doku faktérii) ilave
edilerek fibrin olusumu igin gegen siire tespit edilmektedir. Faktor VII, X ve V
protrombin ve fibrinojene duyarlidir (Brummel ve dig. 2001).

PT testinde kullanillan doku ekstraktimin hazirlanma asamasindaki
farkliliklar, tromboplastin ve kalsiyum kloriir konsantrasyonu test sonuglarinda
farkliliklar olusturmaktadir. Bunun {izerine 1977 yihinda Diinya Saglik Orgiiti,
standart olarak insan beyni tromboplastini (Kod No 67/40) ile kalibre edilmig sigr,
tavsan ve insan kaynakli tromboplastinlerini uluslar aras: referans maddesi olarak
kabul etmigtir. 67/40’ 1n kalibrasyon sabiti 1 olarak belirtilmistir. Daha sonra
kalibrasyon sabiti terimi IS] (International Sensitivity Index) olarak degistirilmesine
karar verilmis ve Uluslararasi Tromboz ve Hemostaz komitesi tiim sonuglarin her
zaman INR (International Normalized Ratio) olarak sunulmasi gerektigini

agtklamigtir (Tunah, 2002). INR degeri su sekilde verilir (Fitzmaurice ve dig. 2002).
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Hastanin PT degeri (saniye)

= (1.1)
Saglikli kisilerin PT degeri ortalamasi (saniye)

ISI: International Sensitivity Index, INR: International Normalized Ratio
Hastanin PT degerinin, saglikli kigilerin PT degerine bdliinmesi ile elde
edilen deger R ile ifade edilir.

Tablo IL3 Uluslararas: standardizasyon komitesi ve Ingiltere Hematoloji Dernegi
tarafindan dnerilen tedavi araliklar:

Antikoagulan tedavide olmasi
Klinik Durum
gereken INR araliklari
2.0-25 Derin vendz trombozda, yiiksek riskli cerrahide
2.0-3.0 Kirik femor operasyonlart
0-3.0 Derin venéz tromboz tedavisi, pulmoner embolizm
. . Gegici iskemik ataklar

Tekrarlayan derin vendz tromboz, pulmoner embolizm,

3.0-45 miyokard enfarktiis, arteryal graftlar, kardiyak prostetik

graftlar ve kapakgiklarda

II. 2 ANTIKOAGULANLAR

Pihtilagma faktérlerinin etkinligini veya sentezini bozarak pihtilasma olayim
inhibe eden ve bdylece kamn koagiilasyon yetenegini azaltan maddelere
antikoagulan denir. Antikoagiilan ilaglar etki mekanizmalarindaki farka gore ikiye
ayrilirlar,

1- Kanda bazi pihtilagma faktérlerini inhibe ederek direkt etki edenler (heparin
vb.).

2- K vitamini bagimh pihtilagma faktorlerinin (protrombin, faktér VIL, IX, ve X

ile protein C ve S) post-translasyonel modifikasyonlarimt engelleyerek indirekt etki

edenler (kumarin vb.).
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Giintimtizde tedavi amagli in vivo etkili olarak kullanilan antikoagulanlar
kumarin ve indandion tiirevleri ve diigitk molekiil agirlikli veya normal heparindir

(Lee ve dig. 1993).

II. 2. 1. Oral Antikoagulanlar

Bu tiir ilaglarin hastaya uygulamasi daha gok oral yolla oldugu i¢in bu gibi
ilaglara oral antikoagulanlar denmektedir. Oral antikoagulanlar kimyasal yapilarina

gore kumarin tiirevleri ve indandion tiirevleri olmak {izere ikiye aynlirlar (Hirsch ve
Fuster 1994).

1L 2. 1. 1. Kumarin Tiirevi Antikoagulanlarin Kesfi ve Tarihceleri

Gegen yiizyilin baglarinda Dakota ve Kanada’da tatli, hos kokulu yoncalar
ekildi, ¢iinkii zayif topragin verimli olmasm sagliyor ve hayvan yemi olarak
kullaniliyordu. 1924°da Schofield, sifirlarda bozulmusg tath yoncalarin yenmesinden
dolay1 olusan, daha 6nceden tamumlanmamig kanamaya ait bozukluklari rapor etti.
Roderick’in sebebin plazma protrombininin toksik diigiisii oldugunu bulmasindan
sonra Campbell ve Link 1939’da kanamaya yol agan ajam 3-3’-metilen-bis-(4-
hidroksikumarin) (dikumarol) olarak tanimlamigtir (Link, 1959, Goodman ve
Limbrid 1990)

Dikumarol ilk olarak izole edilen ve klinik olarak kullamlan oral
antikoagulandir. Fakat simdi nadiren kullanilmaktadir ¢linkii yavas ve diizensiz bir
sekilde emilir ve siklikla gastrointestinal yan etkilere neden olur 25-50 mg’lik

tabletler halinde vardir ve genelde giinliik 25-200 mg’lik devam edilen dozaj verilir.
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Sekil 11.3 Dikumaroliin Yapisi

1948’de yap1 bakimindan benzer ancak daha etkili bir sentetik ajan
sentezlenmistir. Bu bilesik warfarin olarak isimlendirilmistir. Isim patentini elinde
tutan Wisconsin Alumni Research Foundation kurugunun bag harfleri ve kumarin

kokenli bir son ekten tliremistir.

21



a9
7

ONa CH,COCH,
Sekil 11.4 Warfarinin Yapist

Warfarinin, tromboembolik hastaliklar i¢in bir térapﬁtik ajan olarak kullanim
gergeklesmis ancak genis Olgiide kabul gormemisti. Bunun nedeni toksisite
korkusuydu.

Ancak 1951°de bir askerin kemirici hayvanlarin kontrolii i¢in yiiksek dozda
hazirlanan warfarinle intihara tegebbiis etmesi ve hayatta kalmasindan sonra bu
antikoagulanlar tromboembolik hastaliklarin Onlenmesi igin baslica dayanak
olmustur ve her y1l ylizbinlerce hastaya uygulanmaktadirlar (Link, 1959).

Warfarin oral antikoagulan prototipidir ve en fazla tavsiye edilendir Bununla
birlikte bu simftaki biitiin droglarin antikoagulan etkileri benzerdir, farklilik
genellikle kuvvetinde ve hareketin siiresindedir.

Warfarin hemen hemen her zaman oral yoldan uygulanir. Gergekte rodentisit
olarak kullanilan warfarin ¢6zeltisinin deri ile devamli temasinda kanama olugur
Bununla birlikte warfarin tabletlerinin farkli ticari preperasyonlan farkli ¢oziinme
oranina sahiptir ve bu da absorsbiyon miktar1 ve oraninda bazi gesitliliklere neden
olur. Warfarin genellikle agiz yolu ile uygulanmasindan sonra bir saat iginde
plazmada tamimlanabilir ve saghkli goniilliilerde 90 dakikada maksimum kan
diizeyine ulagir. Warfarin hemen hemen tamamen plazma proteinlerine &zellikle
albumine baglanir. Warfarin karaciger ve bobreklerde inaktif metabolitlere gevrilir
ve bunlar da idrar ve digki yoluyla viicuttan atilir. Yar1 6mrii 36-42 saat arasindadr.
Warfarin dikumarolden en az 10 ve muhtemelen 25 kat daha fazla etkilidir. Kuzey
Amerika’da en yaygin olarak kullanilan oral antikoagulandir (Brummel ve dig.
2001). Bununla birlikte son yillarda yapilan g¢alismalar gerek siganlarda gerekse
insanlarda  warfarine kalitimsal olarak direng gdsteren Orneklerin varhigim
gostermektedir (Kohn ve Pelz 2000).

1948 ve 1952 yillant arasinda zellikle Avrupadaki dikumarol’e benzer bir
¢ok bilesik sentezlendi ve antikoagulan etkileri aragtirildi. Bunlardan biri Etilbis
kumasetat (thromexane) dikumarolden daha hzlidir ancak ¢ok kisa yan &mriinden
dolay1 (2 saat) bdliinmiis dozlar verilse dahi sabit bir antikoagulasyon etkisi elde

etmek zor oldugundan nadiren kullanilir.
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Sekil 115 Etilbis kumasetatin (thromexane) yapisi

NO

CH COCH
Sekil I1.6 Phenprocoumon’un (mercumar) Yams:

Ikincisi phenprocoumon (mercumar) warfarinden daha uzun bir yar dmre (5
giin) ayn1 zamanda daha uzun etki siiresine sahiptir. (7-14 giin) Uygulanan giinlitk
dozaj 0.75-6 mg’dir. Bununla beraber suda ¢6ziinebilen sodyum tuzu warfarine gore
daha kararsizdir.

Acenocoumarol (Nicoumane, Sinthrome) daha kisa bir yarn omre (10-24
saat) PT’de daha izl bir etkiye ve daha kisa bir etki sliresine sahiptir (2 giin)
Giinlik devam edilen dozaj 1-8 mg’dir Bu ajanlar genel olarak ABD’de mevcut
degildir ancak Avrupa’da ve diger yerlerde doktorlar tarafindan tavsiye edilebilirler.

Sekil IL7 Acenocoumarol (Nicoumane, Sinthrome)

Daha zayif antikoagulant etki gosteren iki bilesik Coumetarol ve

Coumachlor’dur.
O
Cl
~0C

—0O—I O

OH OH CH,COCH,
H,

a b

Sekil 11.8. a) Coumetarol ve b) Coumachliorun yapilan
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I1.2.1.2. Kumarin ve Indandion Tiirevi Antikoagulanlarin
Etki Mekanizmasi

Cok sayidaki antikoagulan 4-hidroksikumarin ve akraba (baglantili) bilesik
indan-1.3-dion tiirevleri olarak sentezlenmistir. Kumarinler daha diisiik kanama riski
olustururlar ve yalmzca kumarin tiirevleri yaygin olarak kullamlir. Kumarin tiirevleri
i¢in 3 pozisyonunda bir nonpolar karbon siibstitiienti ile 4-hidroksi kumarin kalintisi
aktivite igin asgari yapisal gereksinimdir. Bu karbon Warfarinde (phenprocoumon
ve acenocoumarol’de) asimetriktir. 3-siibstitlie-4-hidroksikumarin ve 2-siibstitiie-
1,3-indandion vitamin K’ ya ¢ok benzer yapidadir. Caligmalar antikoagulan etkinin
3-pozisyonundaki substituent ile ¢ok yakindan ilgili oldugunu ortaya koymustur.
(Silverman, 1981). R formunun S formundan daha aktif oldugu gosterilmigtir.

Oral antikoagulanlar K vitamini antagonistleridir. Belirli glutamik asit
kalintilar1  (sayica 9-12 arasinda) indirgenmig K vitaminini bir kofaktdr olarak
kullanan mikrozomal bir enzim sistemince karboksile edilmezse koagulasyon
faktorleri II, VII, IX, ve X ve antikoagulan proteinler protein C ve protein S
inaktiftir (Brummel ve dig. 2001). Modifiye y-karboksilglutamil kalintilari, bu
proteinlerin etkili bir katalitik kompleks olarak toplanabilmeleri igin gart olan
Ca’*’ya baglanma 6zelligini saglar. Faktor 11, VII, IX ve X ve protein C ve muhtemel
olarak protein S baslica karacigerde sentezlenir. Gluktamikasitkarboksilaz
muhtemelen kotranslasyonel olarak hareket eder ve K vitamini yetersizligi veya
antagonist etki proteinlerin sentez hizin diisiirlir (Hampton ve Preston 1997).

Bir vitamin K epoksidaz, indirgenmis vitamin K’y1 ylikseltger ve bu
reaksiyon bir gekilde karboksilaz reaksiyonuna baglidir. Bazi farkli enzimlerde daha
sonraki karboksilasyon reaksiyonlarini uygun hale getirecek sekilde in vitro vitamin
K’y1 indirgerler (Goodman ve Limbrid, 1990, Hirsch ve Fuster 1994).

Oral antikoagulanlar indirgenmis K vitamini rejenerasyonunu engeller
boylece fonksiyonel bir K vitamini eksikligi durumuna sebep olurlar.

Oral artikoagulanlarin dolagimdaki tamamiyla karboksillenmis molekiillerin
aktivitesine bir etkisi yoktur. Boylece plazmada her bir faktdriin aktivitesi igin
gerekli zaman terapi basladiktan sonra yeni bir kararli hale ulasir ki, bu da kendi
klirens hizina baglidir. Warfarinin herhangi bir vitamin K bagimli koagulasyons
faktorii {izerinde ya da terapinin antitrombotik yararinda ya da kanama riski igin

se¢imli bir etkisi yoktur. Vitamin K bagimh karboksilaz aktivitesi bir ¢ok dokuda ve
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Gla kalintilarina sahip diger proteinlerde meydana gelir. Kemikler bir grup diigiik
molekiiler agirlikls vitamin K bagimmli proteinler igerir (osteokalsin kemik Gla
protein, matriks Gla protein) Bu proteinlerin ‘mineralizasyonda bir rol oynadiklarina
inanilmaktadir. Gla kalintilar igeren siirfaktan proteinler ayrica tammlanmuslardir ve
bunlarin konsantrasyonlar1 geligmekte olan fetal akcigerdeki bir vitamin K bagimh
karboksilaz aktivitesi ile iligkilidir (Berkner, 2000).

I1.2.1.3. Oral Antikoagulanlarin Yan Etkileri

Kanama oral antikoagulan ilaglarmin en 6nemli toksitesidir (Fondevila ve
dig. 2001, Fitzmaurice ve dig. 2002, Ginsberg ve dig. 2001). Ozellikle ciddi
vakalarda canli yapilarin baskilanmas: sonucu geri doniistimii olmayan hasarlar sahip
kisimlar olugabilir veya izl bir gekilde teshis edilemeyen asin i¢ kanamalarn
oldugu durumlar gozlenebilir. 50 yagmn tizerindeki ve uzun siireli oral antikoagulant
alan hastalarda intraserebral veya subdural hematoma riski 10 kat artabilir (Hirsch ve
Fuster 1994).

Siirekli veya ciddi kanamalar i¢in Vitamin K; etkili bir antidottur (Fondevila
ve dig. 2001). Vitamin K’nin diger sentetik tiirevleri oral antikoagulanlarm etkilerini
tersine gevirmede daha az uygun bulunmustur ve kullanilmamalidir. Eger derhal
hemostatik giic gerekliyse Vitamin K bagimli koagulasyon faktérlerinin uygun
konsantrasyonu taze donmus plazma nakli ile yeniden saglanabilir (10-20ml/kg)
Cogu durumlarda vitamin K;’de plazmayla ayn1 zamanda verilmelidir (Wentzien ve
dig. 1998).

Hamilelik esnasinda yapilan warfarin uygulamas: diisiiklere sebep verebilir.
Oral antikoagulanlar gebelik esnasinda kullanilmamalidir (Ginsberg ve dig. 2001).

Kumarinin baglattii deri nekrozu, oral antikoagulant terapinin az rastlanan
bir komplikasyonudur. ilk olarak 1943 yilinda not edilmistir. Bu sendrom tedavi
basladiktan 3-10 giin sonra deri lezyonlarimin goriilmesiyle karakterize edilir. Deri
lezyonlarinin én yaygin oldugu bélge eller ve ayaklardir. Lezyonlar kilcal damarlarmn
yaygin trombosisi ile karakterize edilir ve hizli bir sekilde yayilabilir, bazen nekrotik
olur ve organ kesimini gerektirebilir.

Geri gevrilebilir, bazen ac1 verici; plantar yiizeylerin ve ayak parmag:
kenarlarinin basingla beyazlayan ve ayagin ¢ekilmesiyle solan mavi izli renklenme

kumarin antikoagulantlar1 ile yapilan tedaviden 3-8 hafta sonra olusabilir. Diger
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nadir reaksiyonlar alopesi, iirtiker, dermatit, ates, bulanti, ishal, abdominal kramplar

ve anoreksi’dir (Goodman ve Limbrid, 1990).

11.2.1.4 Oral Antikoagulanlarin Kullanim Alanlar

Oral antikoagulanlar ventz tromboembolizm tedavisinde heparin ile birlikte
kullanilirlar.  Akut myokardial enfarktin antitrombotik tedavisinde warfarin ile
birlikte trombolitik ajanlarin kalp fonksiyonlarimin korunmasinda ve 6liim oraninin
azaltilmasinda faydali oldugu yakin zamanlarda g@sterilmistir.

Her ne kadar bir kalp pihtisimin sistematik embolizasyonu klinik olarak
sessizse de beyin damarlarinda olusan bir titkamikhk siklikla harab edicidir. Blitiin
iskemik inmelerin %10-20’sinin emboli nedeniyle olduguna inamimaktadir. Her ne
kadar embolik inmelerin klinik teshisi giicse de tedavide heparin ve warfarin
kullanilmalidir (Hirsch ve Fusfer 1994b).

Serebral embolizmli hastalarin %50’den fazlasinda atrial fibrillesme bulunur,
Her ne kadar klinik yayinlar heniiz bulunmasa da tirotoksik hastalara (atrial
fibrillegmeli) antikoagulan terapisi uygulanmalidir (Hirsch ve dig. 2001, Hirsch ve
Fuster 1994a, Kalafut ve dig. 2000).

Primer ve anoretik drog ile baglatilmig pulmoner hipertansiyon durumlarinda
da antikoagulan tedavinin uzun vadede faydali oldugu gozlemlenmistir (Frank ve dig
1997)

Mekanik kalp kapak¢iklarn yerlestirilmis hastalar ve valvular kalp
rakatsizliklarina sahip hastalarda da embolizmin 6niine gegebilmek i¢in antikoagulan
tedavi gereklidir (Hardman ve Cowie 1999).

Ayrica gesitli kanser vakalarinda antikoagulanlarin tedavi amagl: kullanimlan
bildirilmigtir (Zacharski, 2002, Keller ve dig. 2001). Kemoterapi tromboembolik
rahatsizlik riskini arttirabilir ve antikoagulan tedavi ba gibi durumlara uygulanabilir
(Letal ve Kuter, 1999)

I1.3 LIGAND BAGLANMA DENEMELERI

Canli sistemlerde siklikla gerceklesen olaylardan biri tek bir makromolekiile
bir veya daha fazla molekiiliin kovalent olmayan baglanmasidir. Makromolekiile

baglanan molekiil ligand olarak adlandirilir. Ligand genellikle kiigitk bir molekiildiir
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ancak diizenleyici bir proteinin DNA’ ya baglanmasinda oldugu gibi ligand da biiyiik
bir molekiil olabilir.

Pek ¢ok drogun serum albumin gibi proteinlerle baglandig1 bilinmektedir.
Drog- protein baglanmasi drogun farmokolojik etkisini, dagilimini, metabolizmasini
ve atihmimt etkiler. Bu baglanmanin gergeklestigi bolgeleri ve 6zelliklerini agiga
¢ikarmak Snemlidir ( Tanaka ve dig. 1988).

Kumarin tlirevi droglarin (6zellikle warfarinin) insan serum albuminine
baglanma bolgeleri ve baglanmanin nitelikleri yayimlanmustir (Maruyama ve dig.

1984, Maruyama ve dig. 1986, Larsen ve dig. 1984).

IL.3.1. Ligand Baglanmasinin incelenmesi

Ligand baglanmasinin incelenmesi igin denge diyalizi ( Tanaka ve dig. 1988,
Diana ve dig, 1989), ultrafiltrasyon (Fitos ve dig. 1993), ultrasantrifiigasyon
(Matsushita ve dig. 1987), spektral degisiklikler (Maruyama ve dig. 1984),
sedimantasyon degisimi gibi metodlar kullanilabilir. Metodun segiminde
baglanmanin tek bir bdlgeden olup olmadigi, baglanmamn siddeti, ligandin tayini

igin mevcut olan yontemin niteligi 6nemlidir (Freifelder, 1982).

II. 3. 1. 1. Denge diyalizi

Denge diyalizi, diyaliz olabilir kiigiik bir molekiil durumunda ve kiigtik
molekiiliin tayini i¢in bir deney yontemi mevcut oldugunda kii¢iik bir molekiiliin bir
makromolekiile baglanmasinin arastirilmasinda kullamlabilir. Denge diyalizinde
makromolekiiliin bir ¢dzeltisi diyaliz torbasinin igine yerlestirilir. Diyaliz torbasi
daha sonra makromolekiille baglanacak  kiiciik  molekiiniin  bilinen
konsantrasyonundaki bir ¢dzeltisini igeren bir ortama konur. Kiigiik molekiil daha
sonra torbanin igine difiizlenir. Eger higbir makromolekiil mevcut olmasaydi
torbanin iginde ve disindaki konsantrasyon esit olacakti. Ancak makromolekiil
mevcut oldugundan torbanin i¢indeki konsantrasyon, disindaki konsantrasyondan
daha fazla olacaktir. Ciinkii torbanin igindeki ve digindaki bagli olmayan

molekiillerin konsantrasyonu denge halinde daima birbirine esittir.
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Sekil 1.9 Denge Diyalizi a) Baslanglg:‘ aninda, b) Denge halinde

P makromolekiiliintin A ligandi igin tek bir baglanma bolgesi oldugunu
diislinelim. Dogunluga erigildiginde bir mol P bir mola A ile birlesip PA kompleksini
olusturacaktir.

P+A &— PA (1L.2)
P: Makromolekiil, A: Ligand, PA: Makromolekiil ile Ligandin olusturdugu
kompleks Bu durumda dissosiyasyon sabiti Kq su sekilde tamimlanir;

1 [Al
Ky= (I1.3)
[PA]
[P]: toplam makromoliekiil konsantrasyonu, [A]: bagh olmayan ligandin

konsantrasyonu, [PA] olusan kompleksin konsantrasyonu

Bir makromolekiile baglanan ligandin mol sayisi r ile gtister_ilir ve su sekilde

tamimlanir,
[Alpazu [PA]
r= = (11.4)
[Plroptem [P]+[PA]
r: Makromolekiil bagina baglanan ligandin orami, [A]gss: Makromolekiile

bagli olan Ligand konsantrasyonu, [Plroptam: Toplan Makromolekiil konsantrasyonu

Baghi olmayan molekiillerin konsantrasyonu ([A]) bu durumda diyaliz
torbasimin digindaki ligandin konsantrasyonuyla ([Alqs) esit olacaktir. Kompleksin
konsantrasyonu ise ([PA]) diyaliz torbasinm igindeki ve digmndaki ligand
konsantrasyonlarimin  farkina egit olur; ([Ali- [Alag) . Eger baglanmamig
makromolekilliin konsantrasyonu ([P]), [Plpagiangic — [PA] seklinde alinacak olursa r
degeri su sekilde ifade edilebilir (Freifelder, 1982).
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[PA] [A]
F =
1.5
[Plbastangis Ky +[A] o)
[Plbastangis: Baslangigtaki makromolekiil konsantrasyonu, Kd: Dissosiyasyon

Sabiti

29




BOLUM III

TEZ CALISMASI

IIL.1. ARASTIRMA YONTEMI

Kumarin droglannm Droglarin farkli dozlarinin siganlara
sentezlenmesi veya verilmesi ve belirli siireler sonun da
temin edilmesi zﬁmf alinarak plazmalarinin
A 4
Secilen drogun denge diyalizi
yﬁfr[emi kuﬁuamlarai 4 Protrombin zamani testi ile -
spektrofotometrik yontem ile +— dro.glax.n} k.anama zam.amna
BSA’ ya baglanmasinin etkilerinin incelenmesi
aragtirilmasi

Sekil I11.1 Tez Caligmasinda fzlenen Y8ntemler
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IIL.2. ARASTIRMA ARACLARI

II1.2.1. Arastirmada Kullamilan Cihazlar

SPEKTROFOTOMETRE:

SPEKTROFOTOMETRE KUVETLERI:

SANTRIFUJ

SANTRIFUJ ROTORLARI:

CALKALAYICILI SU BANYOSU:

TERMOSTATLI SU BANYOSU:
HASSAS TERAZI:

BUZ DOLABI:

VORTEX KARISTIRICI:
DISTILE SU CIHAZL:
MANYETIK KARISTIRICL:
ETOV

OTOMATIK PIPET:

ERIME NOKTASI TAYIN CIHAZI
VAKUM EVAPORATOR
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Shimadzu UV 1601

{Japonya)

Helma (quartz, 1 ve 3 mL)
(Japonya)

Denley BS 400 Masaiistii
(Ingiltere)

Sigma 12131H (20000 RPM)
(AB.D.)

Sigma 12111 H (26000 RPM)
(A.B.D.)

Clifton Digital Shaker,

0-+100 °C (Ingiltere)

Heizbad 0-100 °C (Ingiltere)
Sartorius + 0,0001

Dijital Analitik terazi (Almanya)
Aygaz (Tiirkiye) |
Apelex PS 9009 TX (Fransa)
Fisons Whirlimixer (Ingiltere)
Fistreem Cyclon (Ingiltere)
Chiltren  Isticthh HS 31

(Ingiltere)

Genlab  Midi/2/AL  (0-100)
(Ingiltere)

Volac  Digital Micropipeter
(Ingiltere)

Gallenham (ingiltere)

Buchi Waterbath B480
(Almanya)



I11.2.2. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Sigma Firmasindan Ahnan Kimyasallar: Sigir Serum Albumini (BSA), Diyaliz
Membranlari

Merck Firmasmndan Alman Kimyasallar: Sodyum asetat, anilin, sodyum nitrit,
benzen, metanol, asetik asid, asetik anhidrid, ¢inko, aseton, trisodyumsitrat, sodyum
siilfit, siilfiirik asid, TLC Aluminum sheets silika gel 60 Fpss , disodyum
hidrojenfosfat, Potasyum dihidrojenfosfat

Fluka Firmasmdan Aliman Kimyasallar: 4-Hidroksikumarin

Lachema Firmasindan Alman Kimyasallar: Hidroklorik asid, petrol eteri
Diagnostica-Stage Firmasmdan Alman Kimyasallar: Neoplastin CI Plus
Protrombin zamam tayin kiti: Reaktif 1; Taze tavsan serebral dokularindan

hazirlanmg liyofilize tromboplastin, Reaktif 2; Koruyucu olarak sodyum azid igeren
kalsiyumlu solvent

Riedel-de-Haen Firmasmdan Aliman Kimyasallar: Etanol

I11.2.3. Hazirlanan cozeltiler

%10° luk HCI g¢ozeltisi: %35°lik HCI ¢ozeltisinden 69.44mL alinarak 250mL’ lik
bir balonjojeye kondu ve daha sonra damitik su ile hacim 250ml’ ye tamamland.
pH7.4 Fosfat tamponu: 1/15M (23.87g/L) Disodyum hidrojenfosfat ve 1/15M
(9.072g/L) potasyum dihidrojenfosfat ¢dzeltileri hazirlandi. Daha sonra 197mL
potasyum dihidrojenfosfat ¢ozeltisi 1 Litrelik bir balonjojeye kondu ve disodyum
hidrojen fosfat ¢6zeltisi ile hacim tamamlandi.

%10 Metanol iceren pH7.4 Fosfat tamponu: 100mL metanol 1Litrelik bir
balonjojeye kondu ve pH7.4 fosfat tamponu ile hacim tamamlandi.

%3.8’lik Trisodyumsitrat ¢dzeltisi: 3.8g trisodyumsitrat tarttldi ve 100 mL’lik bir
balonjojeye konuldu saf su ile hacim tamamlandi.

7.5 10° M BSA Cozeltisi: 0.0498g BSA tartildi ve 10mL’ lik bir balonjojede %10
metanol igeren pH7.4 fosfat tamponu ile hacim tamamlandi.

4. 10°M DHMK Cézeltisi: 0.01072g DHMK tartildi ve 1 Litrelik bir balojojeye
konuldu. Daha sonra 100mL metanol eklendi ve bilesigin tamamen ¢6ziinmesini

saglamak i¢in hizla karigtirildi. Daha sonra hacim ph7.4 fosfat tamponu ile
tamamland:. .
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I11.2.4. Deney Hayvanlarimn Ozellikleri ve Beslenmeleri

Calismamizda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan laboratuarlar1 ve
Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Merkezi DETAM’ dan temin edilen 34
adet 4-5 ayhik disi Sprague Dawley tiirii sigan kullanildi. Deney Hayvanlarinin
beslenme ve su (musluk suyu) ihtiyaglarimin giinlitk olarak saglandig: kontrolli
laboratuar gartlarinda muhafaza edildi. Beslenmeleri igin TURINA yem fabrikasinda

(Liileburgaz) uretilen igerigi asagida belirtilen pellet tipi sigan yemi kullanmldi.

Ham protein (en az) %17

Ham seliiloz (en ¢ok) %12

HCI’ de Coziinmeyen kiil (en ¢ok) %10
Kalsiyum (en az- en ¢ok) %1.0-2.0
Fosfor (en az) %0.5
Sodyum (en az- en ¢ok) %0.1-0.4
Sodyum Kloriir (en ¢ok) %0.6
Vitamin A (en az) 7000IU/kg
Vitamin D3 (en az) 2000IU/kg
Vitamin B (en az) Smg/kg
Vitamin B, (en az) 3mg/kg
Vitamin B, (en az) 15mg/kg
Niasin (en az) 15mg/kg
Vitamin E (en az) 55mg/kg
Sagladif1 enerji 2600 kalori/kg
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I11.2.5. Deney Hayvanlan Ile Olusturulan Gruplar

Siganlar sekiz gruba ayrildi

Kontrol Grubu Drog uygulanmadi: 5 sigan

Grup 1-) 3-amino-4-hidroksi kumarin (AHK) grubu 10mg/kg drog uygulandi 24 saat
sonra kan alindi: 5 sigan

Grup 2-) 3-amino-4-hidroksi kumarin grubu 20mg/kg drog uygulandi 24 saat sonra

kan alind1: 5 sigan

Grup 3-) 3-amino-4-hidroksi kumarin grubu 20mg/kg drog uygulandi 48 saat sonra
kan alindi: 5 sigan

Grup 4-) 7,8-dihidroksi-3(4-metilfenil)kumarin (DHMK) grubu 20mg/kg drog
uyguland: 48 saat sonra kan alindi: 5 sigan

Grup 5-) 7,8-dihidroksi-3(4-metilfenil)kumarin grubu 50mg/kg drog uygulandi 48
saat sonra kan alindi: 5 sican

Grup 6-) 5,7-dihidroksi-4-fenilkumarin (DHFK) grubu 20mg/kg drog uyguland: 48
saat sonra kan alindi: 5 sigan

Grup 7-) 5,7-dihidroksi-4~fenilkumarin grubu 50mg/kg drog uyguland: 48 saat sonra

kan alind1: 5 sigan

I11.3. GENEL METODLAR

111.3.1. 3-Amino-4-Hidroksikumarinin Sentezi

111.3.1.1. 3-Fenilazo-4-Hidroksikumarin Sentezi

1.3575g (8.7719 mmol) 4-hidroksikumarin, 45mL etanolde ¢dziildii
Uzerine 7.5g sodyum asetat ve SmL damitik su eklendi. Karigim buz banyosunda
tutuldu. Daha sonra 0.9g anilin (9.6639mmol), 10mL, buz banyosunda bekletilmis
soguk su ve 4.2mL %35’ lik HCI’ de ¢oziildii. Bunun {izerine 0.66g sodyum nitritin
3,3mL damitik sudaki ¢dzeltisi yavas yavas, sicakhk 0-5 °C arasinda kalacak sekilde
eklendi. Olugan diazonyum tuzu 20 dakika boyunca, buz banyosunda bekletilen 4-
hidroksikumarin ¢ozeltisine damla damla eklendi. Dokme islemi tamamlandiginda

30 dakika boyunca buz banyosunda karngtirildi. 50mL su eklendi ve adi slizgeg
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kagidindan siiziildi. Daha sonra ¢6kelti bir kag kez damutik su ile yikandi ve
kurutulmaya birakildi. Daha sonra kurutulmus triinden ve 4-hidroksikumarin
bilesiginden alinan O6rnekler metanolde ¢6zildii ve silika jel ile kaplanmig
aluminyum tabakalar iizerine uyguland: ve duragan faz olarak 9:1 oraninda benzen:
metanol cOziicii sisteminde yiiriitiildi. Olusan lekeler UV 254nm’de incelendi ve

sonug tatmin edici oldugundan ikinci agsamaya gegildi.

II1.3.1.2. 3-Asetamido-4-Hidroksikumarin Sentezi

100mL’ lik dibi yuvarlak bir reaksiyon balonuna 1.4155g 3-Fenilazo-4-
hidroksikumarin konuldu ve iizerine 20mlL asetik asid ve 2mL asetik anhidrid ilave
edildi. Daha sonra 3g toz halinde Cinko kisimlar halinde eklendi ve bu esnada balon
stirekli olarak su ile disaridan sogutuldu. Reaksiyon balonu 4 saat boyunca bir
manyetik karistirict ve magnet yardimi ile karigtirnldr ve belli siirelerle reaksiyon
kabindan &rmek alinarak Ince Tabaka Kromotografisi yontemi ile reaksiyonun gidisi
incelendi. Madde siizge¢ kagidindan siiziildi. Cokelti aseton ile tamamen ¢6ztldi ve
yine siizge¢ kagidindan siiziilerek ¢inko uzaklagtinldi. Daha sonra vakum

evaporatdrde aseton uguruldu. Elde edilen madde vakum desikatdrde kurutuldu.

I11.3.1.3. 3-Amino-4-Hidroksikumarin Bilesiginin Sentezi

Reaksiyon balonuna 20mL %10’luk HCIl ¢ozeltisi eklenerek 4-5 saaat
boyunca bir manyetik karistirict yardimu ile karistirilarak 1sitildi. Daha sonra olusan

madde siizge¢ kagidindan siiziildii ve kurutuldu. Maddenin erime noktasi tayin
edildi. (Okumura, 1962)

0._.0 HO 0.__0
=
Z N,
OH OH Ph
2 b

Sekil 111.2 a) 3-Amino-4-Hidroksikumarin ve b) 5,7-Dihidroksi-4-Fenilkumarin bilesiklerinin
yapisi
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111.3.1.4. 5,7-Dihidroksi-4-Fenilkumarin Bilesiginin Sentezi

12.6g (0.1 mol) Floroglusinol ve 19.2g (0.1 mol) etil benzoil asetat karigim
25 mL trifloroasetik asid ile birlikte 3 saat geri sogutucu altinda 120°C’ de
karistinlarak 1sitildi. Reaksiyon sonunda kanigim 30ml su igine dokiildi. Coken
kiitle filtre edildi. Elde edilen kati, su ile yikandiktan sonra agik havada kurutuldu.
Ham iirlin metanolden kristallendirilip saflagtirildi. Maddenin erime noktasi tayin
edildi. Bilesi§in sentezi, boliimiimiiz Organik Anabilim dalinda gergeklestirilmistir
(Bozdag, 2002).
111.3.3.4 7,8-Dihidroksi-3-(4-metilfenil)kumarin Bilesiginin Sentezi

2,3, 4-trimetoksibenzaldehid ile 4-metilfenilasetonitril, etanol ve %20 NaOH
ortaminda reaksiyona sokularak akrilonitril tiirevi elde edildi. Aha sonra elde edilen
tirev piridinhidrokloriir ortammmda 190°C’ ye kadar sitildi. Elde edilen 7,8-
dihidroksi-3-+4-metilfenil)kumarin kristallendirilerek saflastirilir. Bilesigin sentezi,

boliimiimiiz Organik Anabilim dalinda gergeklestirilmigtir (Arslan, 1999).

I11.3.2. Deney Hayvanlarina Droglarin Uygulanmasi

Deney hayvanlari droglarin uygulanmasinda 6nce eter kullanilarak bayiltildi

daha sonra her bir sigan tartilarak agirliklarina gdre uygun dozda drog gavaj ile oral

yolla uyguland:.
Tablo 1I1.1 Deney hayvanlarina nygulanan droglar ve miktarlari
DROG Uygulanan Doz
10m
3- amino-4- hidroksi kumarin ghe
20 mg/kg
Gy S . 20mg/kg
5,7-dihidroksi-3(4-metilfenil)kumarin
50mg/kg
20m
7,8-dihidroksi-3-fenilkumarin gke
50 mg/kg
Kontrol Uygulanmadi

I11.3.3 Deney Hayvanlarimdan Kan Orneklerinin Alnmasi

AHK uygulanan grupta uygulamadan 24 saat sonra siganlar eter ile
bayiltilarak bir siringa vasitas: ile kalpten 2mL kan alind1 ve iginde agirlikca %3.8°
lik trisodyum sitrat bulunan tiiplere 9:1orani saglanacak sekilde eklendi. 2500 rpm’
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de 10 dakika santrifiij edildikten sonra plazma bir otomatik pipet yardimiyla temiz
bir cam tiibe alind1 ve beklemeksizin protrombin zaman testi uygulandi.

Aynt hayvanlar 24 saat daha bekletildi ve bu siirenin sonunda yine eter ile
bayiltilarak bir siringa vasitast ile kalpten 2mL kan alindi ve yukandaki islemler
tekrarlandi

DHMK ve DHFK uygulanan siganlardan uygulamadan 48 saat sonra ¢ter ile

bayiltilarak bir siringa vasitasi ile kalpten 1ml kan alindi ve yukandaki iglemler
tekrarland: (Fasco ve Principe 1982).

111.3.4. Protrombin Zamam Tayini

Protrombin zamani tayini Neoplastine CI Plus Protrombin zamani tayin kiti
kullanim kilavuzuna gore yapildi.

Deney baslamadan 30 dakika ©6nce Reaktif 1 ve Reaktif 2 siseleri
buzdolabindan ¢ikarild: ve oda sicakligina gelmeleri beklendi. Daha sonra bir giringa
yardimu ile reaktif 2 sisesi igindeki solvent reaktif 1 sisesine bosaltildi ve hafifce
calkalanarak homojen hale gelmesi saglandi. Daha sonra reaktif bir cam tiibe
konarak deney siiresince 37°C sicakliga ayarlanmis su banyosunda tutuldu. Kontrol
grubu ve drog uygulanmis deney hayvanlarindan alina plazma Srmeklerinden 0.1mL
esit Olgiilerdeki cam tiiplere konarak deney siiresince 37°C sicakliga ayarlanmis su
banyosunda tutuldu. Her bir hayvan i¢in {i¢ plazma &megi alindi. Daha sonra bir
otomatik pipet yardimi ile iginde 0.1mL plazma bulunan tiibe 0.2mL Reaktif 1
eklendi ve kronometre baglatildi. Pihtilagma zaman: her bir plazma 6rnegi i¢in tayin
edildi.

PT testi sonuglar ile ilgili istatistiksel caligmalar Graph pad programu ile ve
Tukey’s ¢oklu kiyaslama y6ntemi kullanilarak gergeklestirildi.

II1.3.5. Denge Diyalizi Yontemi

I11.3.5.1 Diyaliz Membranlarimin Hazirlanmasi

Diyaliz membranlarini kullamma hazir hale getirmek igin membranlar 4 saat
boyunca musluk suyu ile yikandi. Daha sonra 80°C sicakliktaki %0.3° lik Sodyum
siilfit ¢ozeltisinde bir dakika bekletildi ve 60°C sicakliktaki saf suda 2 dakika
bekletildikten sonra %0.2° lik Silflirik asid ¢Bzeltisine daldinldi. Tekrar 60°C
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sicakliktaki su ile yikandiktan sonra iginde saf su bulunan biiyiik bir behere konuldu
ve buzdolabinda saklandi.

11L.3.5.2 DHMK Bilesiginin Maksimum Absorbans Verdigi Dalga

Boyunun Tayini

2 10°M DHMK ¢ozeltisinin 190nm ve 445nm dalga boyu arahiginda verdigi
absorbans degerleri sahit olarak %10 metanol igeren pH7.4 fosfat tamponu
kullamilarak olgiildii. Degerler grafie gegirildi ve bilesigin maksimum absorbans
verdigi dalga boyu belirlendi.

II1.3.5.3 DHMK Bilesigi i¢in Ekstinksiyon Katsayisinin Bulunmasi

4 10°M DHMK bilesiginden seyreltme yolu ile 3 10°M, 2 10°M, 1 10°°M,
0.4 10°M ve 0.2 10°M konsantrasyonlarinda DHMK ¢dzeltileri hazirlandi ve
spektrofotometrede bilesigin maksimum absorbans verdigi 390nm dalga boyunda,
sahit olarak %10 metanol igeren pH7.4 fosfat tamponu kullamularak absorbans
degerleri 6lgtildli ve konsantrasyona kars1 absorbans degerleri grafik ile gosterildi.

Daha sonra grafigin egiminde ekstinksiyon katsayis: belirlendi.

111.3.5.4 Denge Diyalizi

Hazirlanan diyaliz membranindan Scm boyunda iki adet diyaliz torbas:
kesildi. Iki adet 40mL’ lik beher diyaliz kab1 olarak segildi ve iglerine 30 mL
2. 10° M DHMK c¢bzeltisi konuldu. Diyaliz torbalarindan birinin igine 7.5 10°M
BSA ¢ozeltisinden 2mL eklendi ve her iki ucu da kapatilarak birinci diyaliz kabina
konuldu. Ikinci diyaliz membraninin ig kismina 2mL %10 metanollii pH7.4 tampon
¢ozeltisi konuldu ve her iki ucu da kapatilarak ikinci diyaliz kabina yerlestirildi. Bu
ikinci denemenin amaci diyaliz membranina spesifik olmayan baglanma olup
olmadiimin bulunmasidir. Daha sonra her iki diyaliz kabi da birer manyetik
kanstinicy yardimu ile oda sicakliginda devamh olarak kangstirildi. 24 saat sonra her
iki diyaliz membranimin igindeki ve digindaki ¢dzeltilerin 390nm dalga boyunda
verdigi absorbans degerleri bir spektrofotometre yardimi ile 6lgiildii. Elde edilen
degerlerden ekstinksiyon katsayisi kullanilarak her bir ¢ozeltinin igerdigi DHMK
konsantrasyonlart hesaplanarak baglanma oram r, ve baflanma sabiti degerleri

hesapland:.
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BOLUM IV

SONUCLAR

IV.1. DROGLARIN ERIME NOKTASI TAYINI

Sentezlenen 3-amino-4-hidroksikumarin bilegiginin erime noktast 226-228°C

olarak belirlendi.

Bolimtimiiz Organik Anabilim dalinda sentezlenen 7,8-dihidroksi-3-(4-
metilfenil)kumarin ve 5,7-dihidroksi-4-fenil kumarin bilesiklerinin erime noktalar:

sirastyla 255 °C ve 246°C’ dir. (Bozdag, 2002)

IV.2 PROTROMBIN ZAMANI TESTi SONUCLARI

Tablo 1IV.1 Grup 1, grup 2, grup 3, grup 4, grup 5, grup 6, grup 7 ve kontrol grugrubunda
protrombin zamam testi sonuglarinin ortalama degerleri, Standart Sapma SD, Standart

Hatalar1 SE ve kontrol grubu ile karsilastirilmalar (¥, Anlamh )

Grup No PT sonucu (saniye) |Standart Sapma SD [Standart Hata SE | P Degeri
Grup1 n=5 |10.58 0.13 0.06 P>0.05
Grup2 n=4 |10.73 0.67 0.33 P>0.05
Gfup 3 n=4 |10.83 0.51 0.25 P>0.05
Grup 4 n=5 |11.27 0.25 0.11 P<0.01*
Grup 5 n=5 |11.65 0.36 0.16 P<0.001*
Grup 6 n=5 |10.56 0.15 0.07 P>0.05
Grup7 n=5 |11.44 0.70 0.32 P<0.001*
Kontrol n=5 | 09.96 0.33 0.17 -
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Tablo IV.2 Gruplarm PT sonuglarimn kendi aralarinda kargilastiriimalar:

ATMASAS | paoert | SO | g | KT | p g
Grup 1-Grup 2 | P>0.05 Grup 2- Grup 6 P>0.05 Grup 5- Grup 6 | P<0.01%
Grup 1-Grup 3 | P>0.05 Grup 2- Grup 7 P>0.05 Grup 5-Grup7 | P>0.05
Grup 1-Grup 4 | P>0.05 Grup 3- Grup 4 P>0.05 Grup 6- Grup7 | P>0.05
Grup 1- Grup 5 | P<0.01* Grup 3- Grup 5 P>0.05
Grup 1- Grup 6 | P>0.05 Grup 3- Grup 6 P>0.05
Grup 1-Grup 7 | P>0.05 Grup 3- Grup 7 P>0.05
Grup 2- Grup 3 | P>0.05 Grup 4-Grup § P>0.05
Grup 2 - Grup 4 | P>0.05 Grup 4- Grup 6 P>0.05
Grup 2- Grup 5 |P>0.05 Grup 4- Grup7 P>0.05

Tablo IV. 1’ e gore Protrombin Testi sonuglar sekil IV.1” de verilmigtir.

12,00 -
11,50 -

11,00 -

10,50

10,00
1
9,00 ;

Kontrod Grupt Grup2 Grup3 Grup4 Grups Grup6 Grup7

PT Testi Sonuglarn {saniye)

Sekil IV.1 Gruplarin PT testi sonuglan

Tablo IV.1” de gosterilen sonuglardan elde edilen R ve INR degerleri agagida
verilmistir. Kullamlan Protrombin Zamam kitini ISI degeri 1.26’ dir.
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TabloIV.3 Gruplarn R ve INR degerleri.

Grup No R DeSeri INR Deperi
Grup 1 n=5 1.06 1.08
Grup 2 n=4 1.08 1.10
Grup 3 n=4 1.09 1.11
Grup 4 n=5 1.13 1.17
Grup 5 n=5 1.17 1.22
Grup 6 n=5 1.06 1.08
Grup 7 n=§ 1.15 1.19
1,25 W

E 1,20 -

2 1,15 4

S 1,10 |

[+ 4

Z 1,05

1,00

Grup1t Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7

Sekil IV. 2 Gruplarm INR degerleri

IV. 3. DENGE DIYALIZI SONUCLARI

IV. 3. 1 DHMK Bilesiginin Maksimum Absorbans Verdigi
Dalga Boyu

2 10° M DHMK ¢ozeltisinin 190-450nm dalga boylari arasinda yaptif
absorbans degerleri spektrofotometre ile ve gahit olarak %10 metanol igeren pH7.4
fosfat tamponu kullamlarak Tablo IV.4. ‘de verilmigtir. Dalga boyuna kars:
absorbans degerleri grafigi cizilerek grafikten maksimum absorbans yaptigt dalga
boyu 390nm olarak bulunmustur.
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Tablo IV.4 2. 10°M DHMK bilesiginin dalga boyu (nm) ile absorbans degerlerinin degisimi

Dalga Absorbans | Dalga Absorbans | Dalga Absorbans | Dalga Absorbans |
Boyu Boyu Boyu Boyu
190 0.360 255 0312 320 0.171 385 0.414
195 0.350 260 0.267 325 0.179 390 0.425
200 0.470 265 0.259 330 0.189 395 0370
205 0.813 270 0.248 335 0.201 400 0.329
210 0.803 275 0.235 340 0.215 405 0.259
215 0.692 280 0219 345 0.232 410 0.193
220 0.656 285 0.197 350 0.252 415 0.139
225 0.656 290 0.173 355 0.275 420 0.067
230 0.639 295 0.153 360 0.300 425 0.061
235 0.589 300 0.144 365 0.324 430 0.061
240 0.507 305 0.146 370 0.350 435 0.060
245 0.407 310 0.151 375 0.375 1440 0.061
250 0.340 315 0.161 380 0.396 445 0.061
14
0,8 -
£
s 06 -
St
)
£ 04 -
«
0,2
O T 1 T
150 250 350 450 550
Dalga Boyu (nm)

Sekil IV.3 2. 10°M DHMK bilesiginin defiisen dalga boylanina kary1 absorbansindaki degigikligi
gisteren grafik.
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1V.3.2 DHMK Bilesiginin Ekstinksiyon Katsayisi

4.10°M DHMK bilesiginden seyreltme yolu ile hazirlanan 3.10°M, 2.10°M,
1.10°M, 4.10°M ve 2.10°M  konsantrasyonlarinda DHMK ¢ozeltilerinin
spektrofotometrede bilesigin maksimum absorbans verdigi 390nm dalga boyunda,
sahit olarak %10 metanol iceren pH7.4 fosfat tamponu kullanilarak o&lgiilen

absorbans degerleri agagida TabloIV.5.” de verilmigtir.

Tablo IV.S DHMK bilesifinin farkli konsantrasyonlarmm 390nm dalga boyunda verdikleri
absorbans deferleri.

Konsantrasyon 390nm’ de verdigi Absorbans Ortalama
4 0.960 0.939 0.968 0.956
3 0.803 0.812 0.800 0.805
2 0.546 0.577 0.539 0.554
1 0.388 0.368 0.377 0378
04 0.229 0.242 0.230 0234
02 0.168 0.179 0.155 0.167
1,4 -
j
1,2 «l
!
14
. 1
& 08-
=
=]
é 0,6 -
0,4 -
0,2 -
0+ T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon
Sekil IV.4 DHMK bilesiginin kalibrasyon egrisi.
Dogrunun egimi ekstinksiyon katsayisiru (g) verir. Eger dogru denklemi;
y=mxtc Iv.1)
m: Dogrunun egimi, c:Dogrunun y eksenini kestigi nokta
seklinde verilecek olursa, Sekil IV.2.” deki dogrunun denkiemi
y=26000x (Iv.2)
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oldugundan  dogrunun egimi 26000 olur bu da ekstinksiyon katsayisina esittir.

Lambert-Beer kanununda

Abs=g.c.l. (Iv.3)

Abs: Absorbans, €: Ekstinksiyon katsayisi, c: Konsantrasyon, 1: Isin yolunun
uzunlugu (1cm)

Olduguna gore ckstinksiyon katsayisi ve absorbans degerlerinden

konsantrasyon degerleri bulunabilir.

Tablo 1V.8 Diyaliz Kabindaki ¢8zeltilerin konsantrasyonu

Absorbans Konsantrasyon
I. Diyaliz Kab: ¢ 1.875 721 10°M
1. Diyaliz Kabi Dig 0.402 1.5510°M
11. Diyaliz Kab: I¢ 0.522 2.01 10°M
11 Diyaliz Kabi Dis 0.478 1.84 10°M

IV.3.3 DHMK Bilesiginin BSA ile Baglanmasindaki

bazi Parametreler

Eger [P]i;=7.21 10°M ve [Plas=1.55 10°M ve baslangic makromolekiil
konsantrasyonu [Ploaglangic=7.5 10 M almacak olursa BSA molekiilii bagina baglanan
DHMK bilesiginin orani, (r) denklem IL.5’ den 0.754 olarak bulunur.

Yine [A]=[Plas=1.55 10°M olarak alinacak olursa dissosiyasyon sabiti

denklem I1.5° den 5.05 10° M olarak bulunur. Denge sabiti veya baglanma sabiti
ise 1.81 10 olur.
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BOLUM YV

TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Kumarin tiirevi oral antikoagulanlar tiim diinyada elli yih agkin bir sitiredir
tromboembolik rahatsizhiklarin &nlenmesinde ve tedavisinde kullamlmaktadirlar.
Giiniimiizde etkili ve kontrollii bir antikoagulasyon saglayan bir bilesige ihtiyag
halen siirmektedir (Pancras ve dig. 2000).

Bu ¢aligmada gesitli hidroksi kumarin tiirevlerinin pithtilasma zaman {izerine
etkileri in vivo olarak incelenmigtir. Kumarinler etkilerini K vitamini ¢evrimini
inhibe ederek gosterirler. Bu engelleme sonucu K vitamini bagimh pihtilagma
faktorlerinin (protrombin, faktsr VII, IX, ve X ile protein C ve S) translasyon sonrasi
karboksilasyonlar1 gegeklesmez ve inaktif molekiiller olugur. Faktdr VII, X ve V
protrombin ve fibrinojene duyarli oldugundan kumarin tiirevi antikoagulanlarin
takibinde PT testi kullanilir (Brummel ve dig. 2001).

Calismamizda, 3-amino-4-hidroksi kumarin bilesigi sentezlenmistir ve erime
noktas1 226-228 °C olarak bulunmugtur. Bu deger literatiir ile uyum igindedir
(Okumura, 1962). 5,7-dihdroksi-4-fenilkumarin ve 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)
kumarin bilesikleri Boliimiimiizde Organik Kimya Anabilim Dalinda sentezlenmistir.

Her ii¢ bilesigin belirli dozlarn (deney hayvammn agirhigimn kilogrami
basina 10mg, 20mg ve S0mg) oral yolla ve gavaj ile uygulanmigtir. Daha sonra 24
ve 48 saat sonra ilag uygulanan ve saghikl kontrol grubundaki siganlarimin kalbinden
bir singa vasitast ile kan alinmig ve bu kandan ayrlan plazmada PT testi
uygulanmigtir. PT testinin sonuglarn saniye olarak 6lglilmiistiir. Tukey’s ¢oklu
ktyaslama testi kullanilarak yapilan istatistiklerde DHMK bilesiginin PT degerinde
en yiksek, anlamli artisin bulunduu gozlemlenmigtir. Ancak ™ tiim diinyada

standardizasyonu saglamak amaci ile Uluslararasi Tromboz ve Hemostaz komitesi
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PT testi sonuglarinin INR degeri olarak belirtilmesini istediginden sonuglar
kullandiimiz deney kitine ait ISI de@eri kullanilarak, INR degeri seklinde
hesaplanmigtir. Bilesigin INR degeri 20mg/kg dozda, 24 saat sonra 1.17, 50mg/kg
dozda 48 saat sonra 1.22 olarak bulunmustur. Diger bilesikler i¢inse INR degerleri
AHK, 10mg/kg dozda 24 saat sonra 1.08; AHK 20mg/kg dozda 24 saat sonra 1.10;
AHK 20mg/kg dozda 48 saat sonra 1.11; DHMK 20mg/kg dozda 48 saat sonra 1.17;
DHMKX 50mg/kg dozda 48 saat sonra 1.22; DHFK 20mg/kg dozda 48 saat sonra 1.08
ve DHFK 1.19 50mg/kg dozda 48 saat sonra 1.19. olarak bulunmustur. 0.8 ile 1.2
arasindaki degerler normal olarak kabul edildiginden (Tunaly, 2002)' bu bilesiklerin
higbiri su anda kullamlmakta olan warfarin gibi bilegiklerinin yerini alacak etkiye
sahip degildir. Ancak DHMK bilesigi sinirn biraz {istiinde bir etki gostermektedir,
bu nedenle kumarin halkasinda yapilacak bazi modifikasyonlarla drnegin 4
pozisyonuna takilacak bir hidroksil grubu ile yiiksek INR degerleri elde edilebilir.
Pek ¢ok drog serum albumin gibi proteinlere baglanir. Drog- protein
baglanmas: drogun farmokolojik etkisini, dagilimini, metabolizmasim ve atibumm
etkiler. Bu baglanmanin gergeklestii bolgeleri ve ozelliklerini agiga gikarmak
onemlidir ( Tanaka ve dig. 1988). Caligmamizda en yiiksek INR degerini elde
ettigimiz DHMK bilesiginin Sigir Serum Albuminine baglanma orami Denge Diyalizi
yontemi ile aragtinloustir. Denge diyalizi yontemi eger kiigiik molekiil (burada
DHMK) diyaliz olabilir boyutta ise ve kiigitk molekdl igin bir analiz y6ntemi mevcut
ise kullanigh bir ybntemdir. Kumarinin BSA’ ya baglanma orami, r, 0.75 olarak
bulunmustur. Bu da bilesigin yaklasik olarak bire bir oranda BSA’ya baglandigim
gostermektedir. Baglanmanin denge sabiti  1.81 10° M olarak hesaplanmugtir.
Kumarin tiirevi antikoagulanlarin Serum Albumine baglanma sabitleri genellikle

10*-10° M mertebesinde oldugundan smirlar i¢inde kalmaktadir (Diana ve dig. 1989)
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