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1. GIRIS VE AMAC

Bir gok karaciger hastahifinda protrombin zamani1 uzamg olarak bulunur. K vita-
minine bagimli faktorlerin fonksiyonlan hakkinda kabaca fikir veren bu testin uzamasi
baz1 durumlarda K vitamininin emilim bozuklu@u yiiziindendir. Bu durumda K vitamini
verilmesi ile protrombin zaman1 normale déndiigii halde siroz olgularinda protrombin
zamam normale dondiiriilemez. Bunun sebebi K vitaminine bafiml proteinlerin sente-
zindeki bir azalma mudir, yoksa bunlarin 6n maddelerinin sentezi normalken sadece glu-
tamik asitlerin gamma karboksilasyonu mu bozuktur? Ya da her ikisi birlikte mi olmak-
tadir ? Bu sorulara cevap arayig: giinlimiizde stirlip gitmektedir.

K vitaminine bafimh proteinler arasinda plazmada miktan en yiiksek olam prot-
rombindir. Normal insan protrombin molekiiliiniin yapisal 6zellikleri kapsamh bir gekil-
de bilinmektedir. Siroz olgularindaki protrombin molekiiliiniin 6zelliklerini arastirabil-
mek i¢in Once bunun saf olarak elde edilmesi gerekmektedir. Tek bir siroz olgusundan
saflagirmaya yetecek kadar plazma elde edilemeyeceginden, bu ¢aligmada sirozlu bir
hastaya ait asit sivisindan protrombinin saflagtinimas1 amaglandi. Ayrica daha ilerdeki
¢aligmalarda normal ve sirozlu olguya ait protrombinin kargilagtinlmas igin saglikl ki-
silere ait plazma havuzundan normal protrombinin de elde edilmesi planlandi.



2. GENEL BILGI

Protrombin (Faktér II), Faktor VII, IX, X, protein C ve protein S karacierde

sentezi yapilan K vitaminine bagimh plazma proteinleridir. Bu proteinlerin en énemli
molekiiler 6zelligi diger proteinlerde bulunmayan gamma-karboksi glutamik asit (Gla)
kalintilarini ihtiva etmeleridir (1). Molekiiliin amino terminal bolgesinde yer alan ve sa-
yilan 10-14 kadar olan Gla kalintilar1, bu proteinlerin 6n maddelerindeki glutamik asit-
lerin karboksilasyonu ile meydana gelir (sekil 1). Bu reaksiyon sirasinda K vitaminine
gereksinim vardir. Sahip olduklar1 Gla kalintilar: sayesinde kalsiyuma bagiml bir meka-
nizma ile fosfolipitlere baglanma 6zellii kazanirlar ve fizyolojik aktivitelerini goster-
meleri i¢in bu postranslasyonal modifikasyon mutlaka gereklidir. K vitaminine bagimlh
proteinlerin pihtilagma mekanizmasindaki fonksiyonlan sekil 2’ de gosterilmigtir.
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Sekil 1:X vitaminine bagimh proteinlerdeki glutamik asitlerin gamma karboksi-

lasyon reaksiyonu
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Sekil 2:K vitaminine bagimli proteinlerin pihtilasma mekanizmasina katilmalan



Protrombin, Faktér VII, IX ve X pihtilagmanin klasik proteinleri olarak iglev go-
riirken, protein C (2-10) ve protein S (11,12) ise dogal inhibitorler olarak pihtilagmay1
engellemeye galigirlar. Protein Z ve M’ de Gla ihtiva ederler, ama heniiz fonksiyonlan
bilinmemektedir (1). Protein C trombin tarafindan aktiflegtirilen bir zimojendir ve fizyo-
lojik aktivasyonu igin endotel hiicre yiizeyinde yer alan bir reseptore ihtiyag duyar. Pro-
tein S ile birlikte protein C, faktdr V ve VIII” in aktif gekillerini inhibe eder (13,14).

Warfarin, Dicoumarol gibi ilaglarla oral antikoagiilant tedavisi uygulanan kigiler-
de sadece protrombin, faktsr VII, IX ve X gibi pihtilagma faktdrlerinin sentezi inhibe ol-
makla kalmaz, aym1 zamanda protein C ve protein S’ in de sentezi engellendiginden, do-
gal inhibitdr yolu inhibisyona ufrar. Protein C’ nin yarilanma &mrii ¢ok kisa oldugu
i¢in plazma dogal antikoagiilant yolu, prokoagiilant yolundan daha &nce inhibe olur. Bu
yiizden tedavinin baglangicinda pithtillagmaya egilimin artmas: siipriz degildir (15).

K vitaminine bagimli proteinlerin sentezi yalniz karacigerde yapilmaz, fonksi-
yonlari bagka olan diger K vitaminine bafimli proteinler, gesitli dokularda iiretilmekte-
dir. Bunlar iginde en iyi bilinen kemik Gla proteini (BGP) ya da difer adiyla
osteokalsindir(16). Gla sentezi igin gerek duyulan enzimler, karacifer diginda kemik,
bobrek, akcigerler ve testislerde anlamli seviyede, diger birgok dokuda ise daha diigiik
seviyelerde tesbit edilmigtir (1).

2.1. PROTROMBIN (FAKTOR II)

Protrombin, plazma konsantrasyonu en yiiksek olan K vitaminine bagimh pro-
teindir. Plazmada yarilanma 6mrii 72-96 saat olan bir glukoproteindir ve yapisinda
gamma-karboksiglutamik asit tagir.

2.1.1. PROTROMBININ YAPISI

Protrombin yapisal olarak baglica 2 bdlgeye aynlabilir. Bir tanesi Gla tagiyan
"pro" kismu, digeri ise "trombine doniigen kisim" dir (gekil 3). Pro kismi 274 amino asit-
ten meydana gelmistir ve molekiil afirhigi 35000 dir. 77 ve 101 numarali asparajine
baglh olarak 2 oligosakkarit zinciri tagir. Pro kisminda yapisal olarak birbirine benzeyen,
fakat fonksiyonel olarak farkli olan 2 bilge vardir; protrombin fragman 1 ve 2.

¢ PROTROMBIN >

CH.O CIHO CHO

4— FRAGMAN 1 — ¢FRAGMAN 29 ¢ AP ¢ B »
¢——— PRETROMBIN2 ——

Sekil 3: Protrombinin yapist



Fragman 1, 1-156. amino asitler arasindaki bélge, fragman 2 ise 157-274. amino
asitler arasindaki bélgedir. Bu 2 bolge birbirine ¢ok benzer gekilde iiglii disiilfit baglan
tagir, her biri ilmige benzedigi igin, bu bolgeye "krinkle" adi verilmigtir. Burada ilging
olan taraf her iki bolgenin tersiyer yapilarinin bir birine benzer olmasina ragmen, primer
yapilanndaki amino asit dizilerinin ¢ok farkli olmasidir. Protrombinin pro kismindaki
bolgelerin yapisal bafimsizlif ispatlanmigtir (17).

Fragman 1’ in NH,-terminal ucundaki 40 amino asitlik dizi ayn bir bdlge olug-
turur. Buna Gla bolgesi denir. Bu bdlge 10 tane Gla ihtiva eder ve bunlann 6 tanesi ¢ift
olarak yerlegmigtir. Bu gekilde yerlesim diger K vitaminine bagiml proteinlerde de, go-
riilmektedir (18).

Park ve arkadaglar1 1986’ da Gla ihtiva eden protrombin fragman 1’ i kristalize
halde elde ettiler (19). X-151nlan kristallografi yontemi ile "krigle" bolgesinin 3 boyutlu
yapism ortaya ¢ikardilar. Gla ihtiva eden NH,-terminal bolgede kristal yapisinin diizen-
siz oldufunu gordiiler. Bunu, membran baglama gorevini yaparken daha esnek bir yapi-
ya sahip olma ihtiyacina bagladilar. Normal protrombin molekiilii, kalsiyum iyonlan
varlifinda konformasyon degisiklifine ufrar ve membranlardaki lipitlere kendiliinden
baglanma 6zelligi kazanir (20,21).

Protrombinin trombine doniigen kismina "pretrombin 2" denir. Bu bolgedeki
amino asitlerin net yiikii hafif (+) iken, "pro" bolgesindeki amino asitlerin net yiikii (-)
dir. Pretrombin 2, 308 amino asitten meydana gelmigtir. 376. asparajine bagh olarak tek
bir oligosakkarit zinciri tagir. Oligosakkarit zinciri trombinde 102. asparajine baghdir.
Trombin hidrolitik aktivitesini, tripsin ve kimotripsine benzeyen bir yiik-iletim sistemi
saglayan bir grup amino asit sayesinde gostermektedir. Bunlar trombindeki 92. serin,
248. aspartik asit ve 254. serindir. Trombin 22. ve 168. amino asitler arasinda bir disiil-
fit bag tagir ve ¢ift zincirlidir. Protrombinin aktif sekli olan bu molekiil, proteolitik akti-
viteye sahiptir. Ancak, hi¢ Gla tagimadifindan K vitaminine bagiml: proteinlere benzer
Ozelligi kalmamigtir. Artik fosfolipit yiizeylere baglanamaz ve faktr Xa’ mn bir substra-
t1 degildir (18).

2.1.2. PROTROMBININ FIZYOLOJIK AKTIVASYONU

Protrombin fizyolojik olarak faktér Xa ve Va tarafindan yikilarak trombin ve
fragman 1 ve 2’ yi verir (gekil 4). Trombinin aktif bblgesi B zincirindedir. Tripsin ve ki-
motripsin ile kargilagtirildifinda, evrime ugrayarak son seklini aldig fikri kuvvet kazan-
maktadir. Trombinin bilgisayar yardimu ile ¢ikarilan 3 boyutlu yapisinda, molekiile son-
radan ilave olduklan sanilan bolgeler, molekiiliin dig kisminda yer almaktadir. Bu bolge-
ler molekiile yiiksek bir substrat spesifiklifi kazandirmaktadir. Oligosakkarit zincirinin
rolii heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Bu zincirin yapisi1 hem insanda hem de sifirda

aydmnlanlmigtir. Terminal sialik asitler uzaklagtinldifinda diger sialoglukoproteinlerde
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oldugu gibi, plazmadan uzaklagtinlmalan ¢ok hizlanmaktadir (22).

j————  PROTROMBIN —————»

) N |-s-s] /Xo,vc,‘Fosf?Ilpld,Ca*N [s—s] !

je— FRAGMAN 1-2 —j ;«——PRETROMBIN 2—» e MEZOTROMBIN ———»

N /

(Xa, Vc, Fosfolipid, Ca**)
o]
le— FRAGMAN 1-2 —» juAnf |e B "
{Trombin) l je—— TROMBIN — &

FRAGMAN1  FRAGMAN2

Sekil 4 : Protrombinin faktor Xa ile parcalanmas: ve trombin olugumu.
2.2. PIVKA-II

Normal protrombindeki Gla kalintilarina hi¢ sahip olmayan veya daha az sayida
sahip olan anormal protrombin molekiiliine PIVKA-II denir. K vitamini eksiklifinde ya
da warfarin gibi K vitamini antagonistlerinin varhifinda protrombinin 6n maddesinin
postribozomal modifikasyonu yapilamaz. Yani glutamik asit kalintilani gamma pozisyo-
nunda karboksillenip Gla sekline dénemez.Bunlar normal protrombinle benzer immiino-
lojik 6zellife sahiptir ama fizyolojik sartlarda fonksiyonel degildirler. Boyle bir protei-
nin varh: ilk defa 1963 yilinda Hemker tarafindan, dolayli olarak, oral antikoagiilant
tedavisindeki kisilerin plazmasinda tespit edildi(23). Daha sonra antijenik Ozellikleri
protrombine benzeyen ama biyolojik aktivite gistermeyen bu protein bir gok aragtirmaci
tarafindan plazmada bulundu. Bazilani buna PIVKA-II adim1 verirken, literatiirde anor-
mal protrombin, des-gamma-karboksi protrombin gibi isimlerle de kargimiza ¢ikmakta-
dir. Sifirda yapilan genig olgiideki galigmalar sonucunda PIVKA-II’ nin ¢6ziinemeyen
baryum tuzlarina adsorbe olmadif ve ¢ozeltilerdeki kalsiyum iyonlarina baglanamadif
ortaya ¢ikt1 (24-27). Halbuki normal protrombin hem kalsiyum iyonlarin1 balayabilir
hem de baryum tuzlarina adsorbe olabilir. PIVKA-II’ nin normalden farkli olan bu 6zel-
likleri fizyolojik sartlarda faktor Xa tarafindan aktivasyonunu 6nlemektedir.Ciinkii bili-
yoruz ki protrombin ancak kalsiyuma bagimhi bir gekilde fosfolipit yiizeylere tutunup
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aktiflegebilir (24). Malhotra bazi anormal protombin tiplerinin de baryum tuzlarina ad-
sorbe olabilecegini gosterdi (28). Vermeer ve arkadaslan oral antikoagiilant verilen
ineklerden 7 kademeli bir yontemle anormal protrombini saf olarak elde ettiler (29). Bu-
nun az da olsa fizyolojik aktiviteye sahip oldugunu ve bu aktivitenin normal protrombin
kontaminasyonundan kaynaklanmadifini gosterdiler. Liebman, hepatomali bir hastanin
asid sivisindan affinite kromatografisi ile anormal protrombini saflagtirdi. Normal insan
plazmasindan elde ettigi protrombin ile anormal protrombinin dzelliklerini kargilagtirdi-
£ zaman normal, 10 Gla ihtiva ederken anormalin sadece 2 Gla ihtiva ettifini belirledi
(30).

Protrombin fizyolojik sartlar diginda baz1 yilan zehirleri tarafindan da aktiflegti-
rilebilir. Bunlardan bir tanesi echis carinatus olup hem normal protrombini hem de anor-
mali aktiflegtirebilir(31-33). Stafilokoagiilaz adi verilen ve staphylococcus aureus’ un
sekrete ettigi bir protein de hem normal (34) hem anormal (35,36) protrombinle komp-
leks tegkil ederek trombine benzeyen bir aktivite olugturur. Insanda meydana gelen
kompleks trombin aktivitesine sahipken siir protrombini ile olugan kompleks bu aktivi-
teye sahip degildir. Stafilokoagiilaz protrombindeki peptit baglanini koparmadan trombi-
ne benzer aktiviteyi meydana getirdigi halde E. Carinatus bir peptit bagin, faktor Xa ise
2 peptit bagin1 kopararak trombin aktivitesini olugturur (18).

PIVKA-II, kalsiyum baglayamadi§ igin kalsiyum iyonlar: varhifinda gergekles-
tirilen elektroforezde katoda daha hizli gb¢ eder. Bu 6zellifinden faydalamilarak "cross”
immiinelektroforez ile varli1 gosterilebilir (37). ‘

PIVKA-II’ nin yukarida bahsedilen normalden farkli 6zellikleri gz 6niinde tu-
tularak klinik amaglar i¢in kullanilmak iizere tayin metodlan gelistirilmektedir. Bu
amagla kullanilan metodlardan bir tanesi immiinokimyasal yolla hem normal hem de
anormali birlikte 6lgerek total protrombin tayin eder ve sonra fizyolojik aktivitesini 61-
gerek koagiilant/antijen oranini hesaplar (38). Totali 8lgmek i¢in immiinolojik metod ye-
rine echis carinatus ile aktivasyon da kullamlabilir (33). Bu durumda da fizyolojik akti-
vasyonla bulunan koagiilantin totale oran1 anormal protrombin igin bir kriter olugturur.

Bir bagka tayin metodunda ise normal protrombin 6nce aluminyum hidroksit
(35,36), baryum siilfat (39) ya da baryum sitrat (40) jeline adsorbe ettirilir, daha sonra
geride kalan PIVKA-II immiinolojik yontem ya da echis carinatus aktivasyonu ile 6lgii-
liir.

Kullanilan diger bir teknik ise yan kantitatif bir yontemdir, PIVKA-II’ nin varh-
gim1 veya yoklugunu belirtir. Amag kalsiyum iyonlan varhifinda normal ve anormali
agar gel elektroforezi ile ayirmak ve sonra protrombin antiserumu varlifinda diger yone
dogru tekrar elektroforeze tabi tutarak pikleri gormektir (37,41,42).

Bunlarin diginda direkt olarak PIVKA-II yi 6lgen metodlar da geligtirilmigtir.
Blanchard ve arkadaglari Warfarin ile tedavi edilmekte olan bir hastanin plazmasindan

anormal protrombini saflastirdilar. Buna karg: elde edilen antiserum yardimu ile bir RIA
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metodu geligtirdiler (43) ve gesitli karaciger hastaliklarinda anormal protrombin tayini
igin kullandilar (44-46). Motohara ve arkadaglar uzun siireli Warfarin tedavisinde olan
hastalarin plazmasindan anormal protrombini afinite kromatografisi ile saflagtinp hiicre
fusion teknigini kullanarak anormal protrombine kargi monoklonal antikor hazirladilar.
Bununla bir ELISA metodu kurdular (47). K vitamini eksikligini tesbit etmede(48-52)
ve ¢esitli hastalik gruplarinda (53-58) bu yéntem kullamldi.

2.3 K VITAMININE BAGIMLI REAKSIYON
2.3.1 K VITAMINI

Kan pithtilagmasinin olabilmesi igin diyetle alinmas1 gereken bir maddeye ihtiyag
oldugu 1929 yilinda Dam tarafindan ortaya atildi(59). Kendisi o siralarda tavuklann di-
yetinde kolesterol bulunmasinin gerekli olup olmadigim aragtinyordu. Hig lipit icerme-
yen bir diyetle besledigi tavuklarda kanamalanin oldugunu farketti. Bunlann diyetine
kaba yonca ekleyince veya bu bitkinin lipit ekstraktin1 verince tavuklar iyilegiyordu .
Koagiilasyonda gerekli oldugu igin buna 6nce antihemorajik vitamin, daha sonra da K
vitamini ad: verildi. 1930’ lu yillarda aragtirmalar yogun gekilde devam etti. Doisy gru-
bu gimdi fillokinon (K, vitamini) olarak adlandirdifimiz 2-Metil-3-fitil-1,4-Naftokinonu
izole edip, 6zelliklerini belirlediler(60). Dam ve Doisy bu aragtirmalan ile Nobel 8diili-
nii paylagtilar.

O zamanlar pihtilagma mekanizmasinin reksiyonlan tam olarak belirlenmemigti.
Sadece protrombin ve fibrinojen biliniyordu. Dam, tavuk plazmasindan kabaca saflagti-
rilmug bir protrombin fraksiyonu hazirladi ve K vitamini yetmezligindeki tavuklardan
benzer sekilde hazirladig: fraksiyonlarda daha diigiik aktivite buldu. Faktor VII, IX ve X
¢ok daha sonra 1950’ lerde, protein C 1960’ larda bulundu. Protein S ise 1977’ de kes-
fedildi (61).

K vitamini olarak isimlendirdifimiz bilegikler tabiatta 2 esas gekilde bulunur (ge-
kil 5):

1-Fillokinonlar (K, vitamini), yesil yaprakh bitkilerde bulunurlar.

2-Menakinonlar (K, vitamini), Intestinal bakteriler tarafindan sentezlenirler.

Menakinonlar doymamig bir izoprenid yan zincirine sahiptirler ve menakinon-2,
menakinon-3 gibi isimler alirlar (62).

18] 0]
O gy OO
0] 3 0]

Fillokinon Menakinon-7

Sekil 5: K vitaminlerinin kimyasal yapisi.
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2.3.2 K VITAMININE BAGIMLI KARBOKSILAZ ENZIMI

Protrombin molekiiliinde Gla mevcudiyetinin gosterilmesinden kisa bir siire son-
ra 1975’ de Esmon ve arkadaglan K vitamini varliinda, protrombinin én maddesini
(Posttranslasyonel modifikasyona ugramamig protrombin molekiilii) '*CO, ile reaksiyo-
na soktular ve molekiilde, '*CO, - gamma-karboksi glutamil kalintilarimin varhgim tes-
bit ettiler (63). Bu reaksiyon fare karaciferinden elde edilen mikrozomlarnn sagladif
enzimatik aktivite ile gergeklestirilmigti. Reaksiyon oksijen, K vitamini ve bikarbonat
ile post mikrozomal enerji kaynaf ve faktorlere gereksinim duyuyordu. Aragtirmalar
NAD(P)H veya indirgenmis bir piridin meydana getiren bir sistemin varhinin gerekti-
gini gosterdi. Daha sonra K vitamininin indirgenmig seklinin yani K vitamini hidrokino-
nun (KHy) bu stoplazmik faktorler etkisi ile degisiklife ugradifh gézlendi. Karboksilaz
enziminin genel 6zellikleri gimdi daha iyi bilinmektedir (64). Karacifer mikrozomlarin-
da gesitli K vitamini rediiktaz enzim aktiviteleri de tesbit edilmigtir (65).

Karboksilaz enzimi ATP’ ye ihtiyag duymaz. Reaksiyonun devamim saflayan
enerji, K vitamininin yeniden oksidasyonu ile saglamyor gibi goriinmektedir. Enzim ge-
nellikle pH 7,2-7,4’ de aragtinldi ve bunlarin gofunda oksijen konsantrasyonu kontrollii
degildi. CO, konsantrasyonu ise 1 mM civaninda tutuldu.Reaksiyonda CO,, bikarbonata
tercih ediliyordu.Enzimin oksijen gereksinimini aragirmak igin yapilan ¢ok az sayidaki
¢aligma sonucunda Km, 60-80 mM olarak bulundu. ilk ¢aligmalarda KH, vitamininin
konsantrasyonu da diger bir ¢ok reaktanda oldugu gibi sinirh degilken daha sonra 50-
100 mM civannda tutuldu. Deneysel ¢aligmalarda K vitamininin 3-tio eterleri oldukca
aktif bulunmustur, 3-oksi eterleri de aktiftir ama menadiol ve 2,3-dimetil 14-
naftohidrokinon inaktiftir . Sahip olunan bilgiler, dogal sekilden kiigiik baz1 sapmalarin
enzim aktivitesinde biiyiik degigiklikler yapmadifini, ama 3 nolu pozisyonun ¢ok Snem-
li oldugunu gosteriyor (66).

Karaciger mikrozomlarindan karboksilaz enzimi gesitli deterjanlarla ¢bziiniirles-
tirilmigtir. Bunlarin iginde en iyisi CHAPS’ dir (67). Sifir protrombininin 6n maddesin-
den hazirlanan 5-9 amino asitlik bir peptidinin enzime substrat olabilecefi ortaya ¢iktik-
dan sonra bagka kiiciik molekiil agirhikh peptit substratlar sentezlenmeye baglandi. Bun-
larla yapilan ¢aligmalar enzimin substrat baglama bélgesini belirlemekte faydali oldu
(68). Genellikle Glu-Glu dizisine sahip olanlarn tek Glu tagiyanlara gore daha iyi subst-
rat olduBu goriildii. Karboksilaz enziminin bu diigiik molekiil afirlikh peptitlerin gogu
i¢cin Km degeri bir kag¢ mM olarak belirlendi. Bu durum karyisinda, tesbit edilen diigiik
afinite enzime baglanmada ikincil ve ligiinciil yapinin 6nemli olabilecegini diigiindiir-
mektedir. Osteokalsin 6800 molekiil agirlikhi ve 3 Gla tagtyan bir kemik proteini olup
bunun dekarboksi sekli hepatik karboksilaz icin substrat olarak kullanildifinda, Km 25
mM olarak bulundu. Bu bulgu, osteokalsinin hepatik karboksilaz i¢in, daha sonraki ga-

hiymalarda faydali bir substrat olabilecegi inancin1 dogurdu (65). Son zamanlarda karaci-
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gerden izole edilen hiicresel protrombin 6n maddesinin, propeptit bolgesini de ihtiva et-
tigi igin gok iyi bir substrat oldugu gosterilmigtir. Oyle ki daha énce kullanilan des-
gamma-karboksi protrombinlerden bile daha iyidir (69,70).

K vitaminine bagimli proteinlerin sadece amino terminal 35 amino asitlik bolii-
miindeki glutamil kalintilarinin gamma karbonunda karboksilasyonun oldugu biliniyor.
ilging olan su ki molekiiliin difer glutamil kalintilanndan hig¢ biri karboksillenmiyor.
Karboksilasyon reaksiyonunun bu gekilde sonlanmasi muhtemelen sinyal peptidin
uzaklagtirilmasi ile saglaniyor. Bu konuyu aydinlatmak igin yapilan incelemeler K vita-
minine bagimh proteinlerin amino asit dizilerinde glutamil kalintilannin karboksilasyo-
nu igin sinyal 6zelligi tagiyan ve hepsinde miigterek olan bir amino asit dizilim bdliimi
olmadifim gostermektedir. Ancak bunlarin cDNA'’ larinin dizilimi, primer gen {iriiniiniin
bir "propeptit bolgesi” tagidifim gosteriyordu. Bu bdlge proteinin sekrete edilen geklinin
amino terminal ucuyla sinyal peptit dizisi arasinda yer almaktadir (71). Buna benzer bir
bolge osteokalsinde de bulununca buranin karboksilaz enziminin tanima bdlgesi olabile-
cegi goriigii ortaya atildi.Protein C ile yapilan 6n ¢aligmalardan gikan sonug bu fikri des-
tekliyordu. Ancak bu konuya tam agiklik getirmek igin daha ileri bilgilere ihtiyag duyul-
maktadir (15,65).

2.3.3. K VITAMININE BAGIMLI REAKSIYONUN
MEKANIZMASI

Baglangicda K vitamininin molekiiler etkisi hakkindaki spekiilasyonlar 2 nokta-
da toplamyordu:

1- K vitamini CO, baglanmasina zemin hazirlamak i¢in glutamil kalintilarindaki
gamma hidrojenini uzaklagtirmakta bir kofaktérdiir.

2- Bir CO; tagyicidir.

Son yillardaki ¢aligmalar birinci hipotezi desteklemektedir. Sekil 6’ da goriildii-
gii gibi giiniimiizde gegerli goériise gore karboksilasyon reaksiyonu KH, vitaminini bu-
nun 2,3-epoksit sekline doniistiiren mikrozomal K vitamini epoksidaz aktivitesi ile ger-
¢eklesmektedir.

Doymug CO, konsantrasyonlarinda gergeklestirilen reaksiyonlarda olugan epok-
sit miktar ile Gla arasinda egit bir sitokiometri vardir (72). Ama bu iki reaksiyonun bir-
likte meydana gelme mekanizmasi heniiz biitiin ayrintilan ile belirlenmig degildir. Muh-
temelen epoksit gekline gecerken K vitamininin hidroperoksit gibi oksijenlenmig bir ara
iiriiniiniin olugtuguna inanilmaktadir. Bu ara iiriin heniiz izole edilememistir, fakat varh-
gina dair dolayh kamitlar bulunmaktadir (15,65,66).

K vitaminlerinin oksijenlenmig seklinin karboksilasyon reaksiyonu sirasinda
hangi mekanizma ile reaksiyona katildif1 heniiz spekiilatiftir. Baz1 aragtirmacilar gamma
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karbonundan bir hidrojenin uzaklagtinlmasimin geride bir karbanion birakacak sekilde,
bir protonun gikartilmas: ile gergeklestigi fikrini ortaya attilar. Bu reaksiyon sirasinda
3H,0’ dan *H’ n, substrattaki glutamilin gamma pozisyonuna, KH; vitamini ve oksijene
bagiml olarak yerlestifi gosterilmigtir (73). °H ’ 1 gamma karbonundaki hidrojen ile
yer degistirmesi ortamdaki bikarbonat konsantrasyonu artarken azalmaktadir. CO; yok-
lugunda ise glutamil kahintilan farkli bir gamma karboksi glutamik asit tiirevi olugtur-
mak yerine, sadece proton almaktadir(74). Sekil 6’ da da goriildiigii gibi K vitamininin
roliintin sadece gamma hidrojeninin uzaklastirilmas geklinde oldufunu savunan radikal
hipotez, bu bilgiler 1g1finda zorlanmaktadir. Bu hipotezin ispa, nasil olup da hidrojen
¢ikartiimasinin epoksit olusumu ile birlikte oldufu sorusuna agiklik getirilmesine bagh-
dur.

OH

9% /
R

OH
Glu®) _L_. Gla

Oz { ,
r
[ KH-OOH] ] ]

Sekil 6: K vitaminine bagiml karboksilaz/epoksidaz sisteminin muhtemel meka-
nizmasl.

2.3.4. KARACIGERDE K VITAMINI METABOLIZMASI

Gla iiretimi K vitamini epoksit olugumu ile beraber meydana geldigi igin , K vi-
tamininin aktif gekli olan KH,’ yi yeniden meydana getirecek etkin bir mekanizmanin
var olmas1 gerekir. Sekil 7, karacigerde K vitamini havuzunun metabolik doniiglimiinii
gostermektedir. Karacigerde bir K vitamini epoksit rediiktaz, en az iki belki daha fazla
kinon rediiktaz enzim aktivitesi tesbit edilmigtir. Mikrozomal epoksit rediiktaz enzimi

koenzim olarak bir piridin nukleotidden ziyade bir ditiole gereksinim duyar. Gerek ¢8-
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ziiniirlegtirilmiy gerekse ¢oziiniirlegtirilmemig mikrozomlarla yapilan galigmalar goster-
migtir ki epoksit rediiktazin katalizledigi reaksiyon, enzimin aktif bolgesindeki indirgen-
mig bir disiilfit ile epoksit arasinda meydana gelmektedir (75,76).

o, 9

S-s AD(P)

SH SH

NAD(P)H

SH su s

L,WJ

Sekil 7:Fare karaciger mikrozomlarinda K vitamini metabolizmas:.

Elde edilen bu bilgiler ve kimyasal model ¢aligmalan epoksit halkasimin agilarak
enzimin {izerinde yer alan bir siilfidril grubu ile tioeter meydana getirdifini gosterdi.Bu
lirtiniin daha sonra 3-hidroksi-K vitamininin enzime bagh bir enolatina doniigdiigii, bun-
dan su gikmasiyla, enzim disiilfid gekline geri donerken K vitamininin de kinon sekline
indirgendigi goriildii.

Sekil 7° de KH;’ nin yeniden olugumu igin gegitli reaksiyonlarin var oldugu go-
riiliiyor. DT-diaforaz enzim sistemi 1954’ de Martius ve Strufe tarafindan ortaya ¢ikanl-
difinden beri yogun bir aragtirma altindadir (77). Karaciger DT-diaforazi (Fillokinon
rediiktaz) ile K vitamini rediiktaz arasindaki iligki genig olgiide aragtinlmig ve bunun so-
nucunda hem sitozol hem de mikrozomlardan izole edilen bir oksidorediiktazin DT-
diaforazla ayni olabilecegi ortaya ¢ikmugtir (78). Bu aktiviteye sahip olmayan deterjanla
¢Oziiniirlestirilmig mikrozomal preparatlar, ortama saflagtirilmig rediiktaz ve NADH ek-
lenmedikce K vitaminine bagimli karboksilaz aktivitesi gistermediler. Bu bilgilere go-
re, fare karacigerinde bu enzim fizyolojik olarak 6nemli bir K vitamini enzimi olabilir.
DT-diaforaz K vitaminini KH, vitaminine indirgemektedir (79). Fakat insan karacigerin-
da bu enzimin aktivitesi ¢ok diigiik olarak tesbit edildigi igin, Snemi siiphelidir (80).
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Mikrozomlarda NAD(P)H’ a bagiml: 2 rediiktaz daha vardir; stokrom P-450 ve stokrom
b5 rediiktaz. Ancak bunlann K vitamini ile iligkileri yok gibi goriiliiyor, ¢iinkii bunlan
inhibe eden maddeler K vitaminine ait reaksiyonlarda etkisizdir (81,82). Muhtemelen K
vitaminine bagimh reaksiyonlarda oksijenin fonksiyonel tipi farkl olabilir, K vitamini
hidrokinon ve molekiiler oksijen kullanilan reaksiyonun en aktif inhibitérleri SH inhibi-
torleridir. Ayrica C vitaminin inhibitdr etkisi goriilmezken Trolox (Hoffman La Roche)
gibi iyi bilinen lipitte ¢oziilebilir anti oksidanlar, K vitamini hidrokinon ve oksijene ba-
gimh karboksilasyonu kuvvetle inhibe eder (66). Invitro karboksilaz sistemlerinde daha
sonraki ¢aliymalar gostermistir ki, DT-Diaforaza kars1 hazirlanan antikorlar deterjanla
¢Oziiniirlegtirilmig [K vitamini + NADH] - bagimh karboksilaz aktivitesinin tamamim
ortadan kaldirmaz, sadece bir kismun: notralize eder. Bundan K vitaminini indirgeyebi-
len ve Warfarine hassas olmayan, ikinci bir NADH’ a bagimh dehidrojenazin var olabi-
lecegi sonucu gikarilabilir. Bu enzim membrana baglidir ve muhtemelen fizyolojik 6ne-
mi daha fazladir (82). Deterjanda ¢ziiniirlegtirilmemis mikrozomlarda DTT, K vitamini
karboksilaz reaksiyonunu yiiriitmede bir indirgeyici olarak hizmet eder (83,84). Hem K
vitamini epoksitten hem de K vitamini kinondan mikrozomal preparatlarin katalizledigi
bir reaksiyonla DTT’ ye bagimli olarak KH2’ nin meydana geldifi acik bir gekilde gos-
terilmigtir (85,86). K vitamininin epoksitten meydana gelisi sirasinda kinonun bir ara
iirtin oldufu sanilmaktadir (87).

K vitaminine bagiml: adeta bir birlegik fonksiyonlu oksidasyon gibi gorev yapan
bu karmagik mekanizmanin tam agiklifa kavugmasi igin gu 6nemli sorulara cevap bu-
lunmas: gerekiyor.

1- K vitamini hidrokinon ve oksijenden K vitamini kinon-2,3-oksit ne gekilde
meydana geliyor ?

2- Oksijenin ve gamma karbonundan hidrojen ¢ikartilmasim saglayan ve kilit
6devi gbren K vitamininin oksijenlenmig ara iiriiniin yapis1 nasildir ?

3- Gamma hidrojeninin uzaklagtirilmasindan sonra geriye kalan iiriin nonenzi-
matik olarak CO, baglayabilen bir karbanion mudur, yoksa karboksilasyon i¢in enzima-
tik bir reaksiyona gereksinim duyan bir radikal midir ?

Karboksilaz enziminin yaklagik olarak 400 defadan fazla saflagtinlamamas iki
veya lig enzimin bir kompleksi olma ihtimalini akla getiriyor. Bu yiizden reaksiyonun
her kademesinin ayr1 ayn sarflaginimas1 yolunu denemek daha yararlh olabilir. Burada
gergeklesen birlegik fonksiyonlu reaksiyonun anlagilmas: viicuttaki difer benzer reaksi-
yonlari anlamakta da faydali olacaktir (66).

2.3.5. WARFARININ ETKI BOLGESI

Warfarin epoksidi kinona indirgeyen enzimi inhibe eder ve aym1 zamanda kinonu

vitaminin aktif gekli olan hidrokinona doniigtiiren yollardan birine de engel olur (sekil
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7). Warfarin bu yiizden K vitaminine bagimli karboksilazin aktivitesini azaltmak sure-
tiyle, K vitaminine bagimli proteinlerin karboksilasyonunu 6nler veya azaltir. Bu pro-
teinler normal fizyolojik fonksiyonlarim gorebilmeleri igin gerekli olan kalsiyum
iyonu/fosfolipit aracili aktivasyonlar1 miimkiin olamayacagindan, bu olgularin trombo-
tik potansiyelleri azalmig olacaktir.

2.4. KARACIGER HASTALIKLARINDA HEMOSTATIK
ANOMALILER

Akut ve kronik karacifer hastahikli kigilerde bazen travma olmaksizin anormal
kanamalar meydana gelebilir ve hastanin hayatim ciddi gekilde tehdit edebilir. Akut ful-
minant hepatitli olgularda giddetli gastroentestinal kanamalar meydana gelmektedir, Ka-
racifer hemostazda 6nemli bir merkez oldugundan bu durum sagirtic1 degildir. Faktor
VI harig biitiin pihtilagma fakt6rleri; plazminojen, alfa-2 antiplazmin gibi fibrinolitik
sistem proteinleri; protein C, protein S ve antitrombin III gibi dogal inhibitérler; C1 in-
hibitor, alfa-2 makroglobulin gibi diizenleyici proteinler karaciferde sentezlenir. Ayrnica
aktiflegmig pihtilagma faktorleri ve plazminojen aktivatérlerinin dolagimdan temizlen-
melerinde 6nemli bir rol oynamaktadur.

Pihtilagma faktorlerinin sentezlerindeki azalmaya ilave olarak anormal fibrinojen
sentezi, fonksiyon gérmede yetersiz K vitaminine bagimh pihtilagma faktorleri, trombo-
sitopeni, trombosit fonksiyon anomalileri,DIC ve fibrinolizisde artma gibi olaylar kara-
cier hastaliklarinda goriilen gesitli hemostatik bozukluklardan sorumludur. Ancak her-
bir karaciger hastalifinda bu bozukluklar birbirinden gok farkl olarak gelismektedir. Bu
yiizden tezle ilgisi sebebiyle yanhz kronik karaciger hastaliklarindaki bozukluklara yer
verilecektir.

2.4.1. KRONIK KARACIGER HASTALIKLARINDA
GORULEN HEMOSTATIK ANOMALILER

2.4.1.1. TROMBOSITOPENI:

Karacier hastaliklarinin iigte birinde az veya orta derecede trombositopeni go-
riilebilir (88-90). Boyle hastalarin kemik iligindeki megakaryositlerin sayis1 ve trombo-
sit liretimi genellikle normal veya artmigtir. Kronik karaciger hastaliklarindaki trombosi-
topeninin esas sebebi, konjestif splenomegali yiiziinden dalakta fazla miktarda trombo-
sitin toplanmasidir. Normal olgularda dalak, total trombosit miktarinin yaklagik iigte bi-
rini bulundurur. Oysa, konjestif splenomegalisi olan sirozlarda total trombositin yakla-

sik % 60-90’1 dalaktadir. Bununla beraber trombositlerin yagam siirelerinin azaldifina
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dair deliller de vardir. Hastalarin %30’unda hem trombositlerin hem de fibrinojenin ya-
sam siiresinin azalmasinin trombin aracili trombosit harcanmasi ile paralel oldufu gé-
riillmektedir. Ancak fibrinojenin yagam siiresi, heparin verilmesi ile normale yaklagtif
halde trombositler iizerinde bir etkisi tesbit edilmemigtir. Demek ki trombin aracih
trombosit harcanmas: diginda, mesela rejenere olmakta olan karacifer endotelizasyonu
tamamlanmamg siniizoidlerde, trombositlerin hapsolmas: gibi bagka bir mekanizmamn
varhis s6z konusu olabilir. Alkolik karacifer hastaliklarinda genelde diyetle folik asit
alim yetersizdir ve buna bagh olarak trombositopeni geligir. Ayrica etanol megakaryosit-
lere ve dolagimdaki trombositlere dogrudan toksik etki yaptifindan trombositopeni olug-
turur.

2.4.1.2, TROMBOSIT FONKSIYON BOZUKLUGU

Karaciger hastaliklarinda gegitli trombosit fonksiyon bozukluklan tarif edilmigtir
(88-90). Adezyon ve agregasyon bozukluklan bunlar arasindadir, ADP, epinefrin, trom-
bin, ristosetine karg1 agregasyonda bozukluklar goriilmiigtiir. Baz1 olgularda trombosito-
peni ile orantili olmayarak ve hatta trombositopeni yokken bile kanama zamaninn uza-
dig1 goriilmiigtiir. Bu karaciger hastalifinin giddetine baghidir ve anormal trombosit agre-
gasyonu yliziindendir. Kronik karaciger hastaliklarindaki trombosit fonksiyon anomali-
lerinin yiiksek plazma FDP konsantrasyonu sebebiyle olabilecefi de 6ne siiriilmiigtiir.
Ama baz1 galigmalarda trombosit fonksiyon bozuklugu ile FDP yiiksekligi arasinda uy-
gunluk goriilmemektedir. Bu bozukluk aragidonik asitteki bir azalma ile ilgili olabilir.
Belki de ATP/ADP oranindaki artma ile birlikte total trombosit adenin niikleotidlerinde-
ki azalma yiiziindendir. Alkolik karaciger hastalarinda, etanoliin direkt toksik etkisi se-
bep olarak goésterilmektedir.

2.4.1.3. DIC

Kronik hepatoseliiler hastaliklarda DIC siklikla goriiliir (88-92). Fibrinojenin
Omrii kisalmigtir ama heparinle normale gelebilir. Fibrinopeptit A ve yiiksek molekiil
agirlikl fibrinojen kompleksleri de sikhikla artrmgtir. Hafif kronik DIC, klinik olarak
stabil hepatoseliiler hastaliklarda meydana gelebilir. Fibrinojen ve muhtemelen faktor
VIII, V ve XIII gibi trombine hassas olan diger pithtilagma faktorlerinin katabolizmalan
artrmg olabilir. Nekrotik hepatositlerden kana prokoagiilantlarin saliverilmesi, portal sis-
temdeki barsak kaynakli endotoksinler, DIC igin tetik gekici rol oynayabilir. flave ola-
rak, hasta karacifer tarafindan aktf pihtilagma faktérlerinin temizlenmesinin bozulmasi
ve pihtilagma inhibitorlerinin azalmg olmasi1 DIC olugumunu ¢abuklagtirabilir. Antit-
rombin I’ iin hem antijenik hem aktivite olarak azalmas: goriilmiigtiir (93). Ama siroz-
larda antitrombin III eksiklifi bozuk sentez ve intravaskiiler harcamadan ¢ok transkapi-
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ler akim yiiziinden gibi goriilmektedir. Bununla beraber inhibitor eksikligi goriilen siroz
olgularina saf antitrombin III’ iin intravendz yoldan verilmesi fibrinojenin 6mriinii de
uzatmaktadir. Pihtilagma sisteminin dier bir diizenleyici proteini olan protein C’ de si-
roz ve kronik aktif hepatitli olgularda azalmaktadir (94,95). Bu azalma, genellikle diger
klinik ve laboratuvar bulgularina paraleldir. Akut 16semi gibi sekonder karaciger hasta-
liklarinin bazisinda protein C konsantrasyonundaki azalmanin giddeti, antiprotrombin
III eksikligi ile paralellik gostermektedir. Sirozlarda DIC anormal kanamaya yol agabil-
digi ve heparin de bu hemostatik anomalileri kismen diizeltebildi$i halde, bu hastalarda
DIC’ nin anormal kanamadan ne derece sorumlu oldugu genellikle belirsizdir.

2.4.1.4. ANORMAL FIiBRINOLIZIiS

Bilindigi gibi fibrinoliz karaciger sirozunda artmaktadir (88-90). Bu hiper fibri-
nolitik durum plazma veya 6globulin erime zamaninda azalma ve FDP’ de artigla karak-
terizedir. Hepatik klirensin azalmasi yiiziinden plazmada plazminojen aktivatdrlerinin
konsantrasyonu artrmg ve alfa-2 antiplazmin gibi dogal fibrinolitik inhibitdrlerin seviye-
si azalmigtir. Anomalilerin birlikte bulunmas: yiiziinden sirozlarda plazminojenin Smrii
kisalir ve seviyesi diiger. Ancak fibrinolizin artmig olmasi DIC’ ye ikincil bir durum ola-
bilir. Ciinkii heparin verilmesi ile plazminojenin émrii kismen uzayabilmektedir. In vitro
fibrinoliz artmas: ile mukoz membran kanamalan arasindaki iligkiye rafmen, kronik ka-
raciger hastalarinda anormal kanamanin esas sebebinin bu oldugu ispatlanamamigtir.

2.4.1.5. PIHTILASMA FAKTOR ANOMALILERI

Kronik karaciger hastaliklarinda parankimal hiicrelerin ilerleyici kayb: yiiziinden
faktdr VIII hari¢ hemen biitiin pihtilagma faktorlerinin aktiviteleri diiger (96-98). Faktor
VII, X ve protrombin genellikle birlikte azalirken faktdr IX’ daki azalma daha azdir
(99,100).

Plazma fibrinojeni kronik karacifer hastaliklarninin ¢ogunda normal veya artmmg-
tir. Ama ilerlemig karaciger sirozunda az ya da orta derecede hipofibrinojenemi goriiliir.
Bu, sentez bozuklugundan, asit ve ddem gibi damar digi bdlgeye kayip yiiziinden, DIC’
de oldugu gibi fazla kullanimdan dolay1 olabilir. Ayrica hiicresel proteazlar sebebiyle
artmig olan fibrinojen katabolizmasi da bu durumdan sorumlu olabilir (88-90).

Disfibrinojenemi anormal fibrin polimerizasyonu ile karakterizedir ve karaciger
hastaliklarinda yaygin olarak goriiliir. Buna yol agan sebeb fibrinojen molekiillerindeki
sialik asit miktarimin fazlalif1 olabilir. Disfibrinojenemi trombin zamaninin (TT) uzama-
sindan sorumlu olabilir. Bu durum fibrinojen seviyesi normal veya hafifce azalmigken
ya da FDP’ ler normal veya hafifce azalmigken de goriilebilir. Disfibrinojeneminin anor-
mal kanama ile olan iliskisi belirli degildir.
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Faktor VIII seviyelerinde vWF ile birlikte orta derecede artma goriilebilir. Faktor
VIII’ in esas iiretim yeri hepatositlerden ziyade damar endotelidir. Faktér VIII:Ag ve
vWF viicudun gesitli bolgelerindeki endotel hiicrelerinde iiretilir. Fakat faktér VIII:C’
nin iiretim yeri heniiz bilinmemektedir. Baz1 hastalarda vWF’ ne nazaran faktér VIII da-
ha diisiik seviyelerdedir (101).

Faktor V seviyeleri kronik karaciger hastalarinda genellikle diigiik bulunmugtur
(102).

2.4.2. KARACIGER HASTALIKLARINDA HEMOSTAZISIN
LABORATUVAR DEGERLENDIRILMESI

Karaciger hastalif1 giiphesi olan anormal kanamal: hastalar ya da cerrahi miida-
hale yapilacak olgulara bir pithtilagma tarama profili yapilir: kanama zamani, trombosit
sayim, aktive kismi protrombin zamam (APTT), protrombin zamam (PT) ve trombin
zaman (TT). Kanama zamani ve trombin sayim1 trombositopeni, trombosit fonksiyon
bozuklugu gibi primer hemostaz bozuklufu yapan sebebleri agia ¢ikarmada faydalidar.
APTT ve PT’ nin birlikte azaldifi durum ise ilerlemis hepatoseliiler harabiyettir. PT’
deki uzama APTT’ den daha fazladir .Karacigerin az veya orta derecedeki harabiyetle-
rinde APTT normal kalirken, sadece PT uzayabilir. Clinkii APTT K vitaminine bafimh
faktorlerin hafifce azalmasindan etkilenmez.

Clauss metoduyla fibrinojen tayini, fibrin olusumunun hizin1 6lgme prensibine
dayanir. Ellis ve Stranky metodu ise zamandan bagimsiz olarak pihtilagabilen fibrinojen
miktarim Slger. Bu yiizden birinci metodla 6lgiilen fibrinojen miktarlan daha diigiiktiir.
Bunun sebebi disfibrinojenemi, FDP ve paraproteinler fibrin polimerizasyonunu bozma-
lan olabilir. Muhtemelen TT disfibrinojenemiyi daha hassas olarak belirler.

Karaciger hastalikli kigilerin kanama riskini 6lgmek igin pek ¢ok caligma yapil-
mugtir. Bazi hastalarda ilimli hemostatik anomaliler varken, anormal kanamalar gelig-
mekte, ama PT’ leri daha uzun olanlarda travmalara cevap olarak daha fazla anormal ka-
nama olmaktadir. K vitaminine gok az veya hig cevap vermeyen, PT’ leri belirgin gekil-
de uzamug hastalanin genel prognozu da iyi degildir. PT’ nin albumin, asetilkolinesteraz
ve kolesterolden daha iyi bir hepatoseliiler yetmezlik gistergesi olarak uzun siireli takip-
te faydali olacad: savunulmaktadir . Normotest sadece faktor VII, X ve II’ ye hassastir
ama hepatoseliiler fonksiyon bozuklugunu tesbitte PT” den daha iistiin degildir. Litera-
tiirde halen tek faktér Glglimlerinin bu amagla kullanimi konusunda yogun aragtirmalar
devam etmektedir (96-98,101,103). Hastada pihti olusumu mu yoksa kanama mu geli-
secegi faktor ve inhibitorlerin bir birlerine gére olan durumuna baghdir.Bu hemostatik
denge rutin pithtilagma testleri ile ortaya konamaz.

K vitamini eksikligi ve karaciger hastaliklarinda PIVKA’ lar (des-gamma-
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karboksi proteinler) meydana gelir. Bunlar kalsiyum ve fosfolipit baglayamadiklan igin
fonksiyonel degildirler. Son zamanlarda bu konudaki ¢aliymalar hizlanmigtir. Bu anor-
mal proteinleri Slgen testlerin, klasik fonksiyonel testlerden daha spesifik olabilecegi
diigiiniilmektedir.

Liebman ve arkadaglart (46) hepatoseliiler karsinomlu olgularin % 91’ inde, Sou-
lier ve arkadaglan (35,36) % 71 ve % 74’ iinde, Fujiyama ve arkadaglan (53,104) % 65
ve % 63’ inde, Deyashiki ve arkadaglan (105) % 77 sinde, Ho ve arkadaslar1 (106) %
80’ ninde, Lefrere ve arkadaglan (107) % 69’ unda yiiksek PIVKA-II seviyesi tesbit et-
tiler.

Blanchard ve arkadaglan 14 akut hepatitli olgunun 13’ {inde, 14 sirozlu hastamin
13’ iinde anormal protrombini RIA ile tesbit ettiler. Ama bunlarin seviyesi gok diigiiktii
ve normal protrombin ile anormal arasinda bir iligki yoktu (44). Soulier ve arkadaglan
(35,36), Ho ve arkadaglan (106) sirozlarda, PIVKA-II degerlerini normal olgularinkine
yakin bulurken Fujiyama ve arkadaglan (53) ¢ok az sayida ki olguda hafif yiiksek bul-
dular. Lefrere ve arkadaglant (107) sadece % 1,6’ sinda yiiksek buldular, ama olgularin
cogunda normalden farkl: degildi.

Kaplan ve arkadaglar1 primer biliyer siroz olgularinda anormal protrombini yiik-
sek buldular, bunu K vitamini yetmezligine bagladilar (45).
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3. ARAC GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. KIMYASAL MADDELER

Kolon kromatografisinde Pharmacia’nin DEAE Sephadex A-50, DEAE Sepha-
cel, Heparin Sepharose CL-6B kromatografi iiriinleri kullamida.

Hematolojik tayin metodlan igin gerekli kit ve reaktifler Stago’dan temin edildi:
Hemo-reagent AC, Kalsiyum Neoplastin, Staphylocoagulase, Trombin i¢in kromojenik
substrat CBS 34,47, Owren-Koller tamponu, Antiserumlar (Assera II, Assera VII, Asse-
ra IX, Assera X, Assera Protein C, Assera Protein S) .

Tyrasilol (Aprotinin) Bayer’den saglandu.

Benzamidin HCI, N-N’-metilen-bis-akrilamid, molekiil agurlif1 kalibrasyon kiti,
soya fasiilyesi tripsin inhibitérii, fenilmetansiilfonil floriir Sigma olarak kullanildi.

Akrilamid, TEMED, merkaptoetanol, bromfenol mavisi, Coomassie Brillant
Blue R-250, SDS ve diBer kimyasal maddeler Merck olarak ve reaktif saflifinda kulla-
nilds.

3.1.2. CIHAZLAR VE DIGER GERECLER

Frac-100 fraksiyon toplayici, Pump-1 peristaltik pompa, XK16/40, XK26/40
cift adaptorlii kolonlar1 Pharmaciadan temin edilerek kolon kromatografisinde kullanil-
di. 280 ve 260 nm dalgaboyundaki Slgiimler Shimadzu 1200 UV spektrofotometrede
yapilds; lineer gradient igin el yapimu cam silindirik diizen ve manyetik kangtinc: kulla-
nldi. Ultra filtrasyon ve konsantrasyon i¢in Millipore Minitan S ultrafiltrasyon sistemi
ve PTGCOMSIO membran, Stafilokoagiilaz ve kromojenik substrat ile protrombin tayi-
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ninde Clinicon 4010 fotometre kullanildi. Ayrica Sarsted LC-1K sofutmali santrifiij,
Helena titan III gii¢ kaynag1 ve tanki, Helena Cliniscan 2 dansitometre, Isolab Resolve
Omega elektroforez sistemi (CWS-2000 gii¢ kaynag1 ve izotermal kontrollii elektrofo-
rez tanki)’nden faydalanmildi. PAGE-disk elektroforez tanki el yapimydi.Slab jel SDS-
PAGE igin Schleicher & Schuell Profil sistemi kullanildi.

3.1.3 NORMAL PLAZMA HAVUZU

Normal protrombinin saflagtirilmasinda kullanmak amaciyla 7 saghkl vericiden
Haseki Hastanesi kan merkezinde sitrath olarak torbalara alinan kan 6rnekleri derhal 4°
C’ de, plastik tiipler i¢cinde 1500 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek eritrositleri uzak-
lagtinldi. Plazma 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi ve trombositten fakir plazma
(PPP) elde edildi. Bunlara 5O mg/l soya fasiilyesi tripsin inhibit6rii, 1 mM fenilmetan-
siilfonil floriir ve 10 mM benzamidin HCI olacak gekilde proteaz inhibitdrleri ilave edi-
lerek -20° C’ de plastik gigeler iginde sakland1. En gok 12 giin bekletildi.

Vericilerin HBsAg, HBeAg, anti-HBc, anti-HBe, anti-HBs’ leri menfi, protrom-
bin zamanlan 12-13 saniye arasinda (Normali 12 saniye) ve serum total protein ve albu-
min degerleri normaldi.

3.1.4. ASIT SIVISI

Haseki Hastanesi 1. Dahiliye Kliniginde siroz teghisi ile yatmakta olan bayan
C.G (prot. No: 14979)’ den asid stvisi, 1 mM benzamidin HCI ihtiva eden O.11 M tri-
sodyum sitrat ile 1/10 oraninda kangtirildi. Bu gekilde 1650 ml olarak elde edilen sit-
ratht asid sivisina 5O mg/l soya fasiilyesi tripsin inhibitérii, 1 mM fenilmetansiilfonil flo-
riir ve 500 U/ml tyrasilol olacak gekilde proteaz inhibitorleri ilave edildi. Plastik gige
iginde 15 giin -20° C’de saklandu.

Aymi hastadan inhibitér ihtiva eden 20 ml sitrath kan alinip trombositten fakir
plazma elde edildi ve -20° C’de 1 hafta saklands.

3.2. YONTEMLER

Saflagtirma kademelerindeki iglemler 4° C’de yapildi. Santrifiij iglemleri igin so-
gutmal: santrifiij kullanildi. Sofuk odaya sahip olunmadi i¢in, kolon, pompa ve fraksi-
yon toplayici bir buzdolabina yerlestirilmek suretiyle kromatografiler yapildi. Kangtir-
ma iglemleri de buzdolabina yerlestirilen manyetik kangtiricida yapildi. Minitan S siste-
mi kullanilirken protein ¢ozeltisi buz banyosunda tutuldu.

20



3.2.1. NORMAL PLAZMA HAVUZUNDAN PROTROMBININ
SAFLASTIRILMASI

3.2.1.1. PROTROMBIN KOMPLEKSININ ELDE EDILMESI

Uras’ 1n s1fir plazmasindan protrombin kompleksi elde etmek icin uyguladifn
yontem kullamldi (108). Once baryum sitrat adsorbsiyonu ile K vitaminine bagimh
proteinler plazmadan aynidi ve sonra amonyum siilfatla eliisyon yapilds.

-20° C’den ¢ikarilan normal vericilere ait 7 adet trombositten fakir plazma
(PPP), 4° C’ de ¢oziindiiriildii. Kriyopresipitat 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edile-
rek uzaklagtinldi. Plazmalar bir plastik gigeye toplanarak havuz hazirlandi. 1570 ml’ lik
bu havuza 175 ml 1 M BaCl, azar azar, kangtnlarak ilave edildi. 1 saat kanigtirilarak
bekletildi. Sonra 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilip ¢okelek alindi. Uzerine
0,01 M Ba(Cl,, O,1 M Na(l, 1 mM Benzamidin HCI ve % 0,02 g NaNj ihtiva eden y1-
kama ¢ozeltisi ilave edilip siispansiyon hazirlandi. Aym gartlarda santrifiij edildi. Cokelti
bu gekilde toplam 3 defa yikandiktan sonra g¢okelek iizerine 105 ml % 40 doymusg
(NH,4)2S0, ilave edildi. Bir gece yavagca kangtinnlmaya birakildi. 4000 rpm’ de 1 saat
santrifiij edildi. Ust faza % 67 doygunluk verecek sekilde % 100 doymus (NH4),SO4
kangtinilarak ilave edildi. 4000 rpm’de 1 saat santrifiij edilerek elde edilen ¢okelti 15
ml O,2 M NaCl ve 1 mM benzamidin HCI ihtiva eden 0,05 M sodyum fosfat tampo-
nunda (pH 6,0) ¢oziildii. Ayn: tampona kargt bir gece dializ edildi.

3.2.1.2. NORMAL PROTROMBIN KOMPLEKSININ DEAE SEPHADEX
A-50 KOLON KROMATOGRAFISI (108)

Dializden g¢ikartilan protrombin kompleksi, 4000 rpm’ de 15 dakika santrifiij
edildi. Numune, dializ tamponu ile dengelenmig 1,6 x 15,5 cm’ lik DEAE Sephadex A-
50 kolonuna uygulandi. Peristaltik pompa 0,25 ml/dak. ve fraksiyon toplayici 3,5
ml/tiip olacak gekilde programlandi. Numune tatbiki bitince kolon denge tamponu ile y1-
kandi. Sonra 250 ml denge tamponu ve 250 ml O,6 M NaCl ve 1 mM benzamidin HCl
ihtiva eden 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 6,0) ile lineer gradient eliisyonu ya-
pildi.

3.2.1.3. HEPARIN SEPHAROSE CL-6B KOLON KROMATOGRAFISi
ILE PROTROMBININ SAFLASTIRILMASI

Heparin Sepharose CL-6B kolon kromatogrofisinde, Bajaj ve arkadaglarinin
(109) insan protrombinini saflagtinimasinda kullandiklan sitrat tampon sistemi tercih
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edildi. Protrombin ihtiva eden fraksiyonlardan hazirlanan havuzun, énce Minitan S ult-
rafiltrasyon sisteminde PTGCOMSIO membran ve 1 mM benzamidin HCI ihtiva eden
0,02 M ssitrat tamponu (pH 7,5) kullamilarak, tamponu degistirildi ve konsantre edildi.
Bu tamponla dengelenmis 1,6 x 9 cm’lik Heparin CL-6B kolonuna, 28 ml konsantre
numune 0,205 ml/dak. akim hiz1 ile tatbik edildi. Fraksiyonlar tiip bagina 2 ml olacak
sekilde toplandi. Denge tamponuyla yikandiktan sonra 250 ml denge tamponu ve 250
ml O,6 M NaCl ve 1 mM benzamidin HCl ihtiva eden O,02 M sodyum sitrat tampo-
nuyla lineer gradiyent eliisyonu yapildi.

3.2.2. ASIT SIVISINDAN PROTROMBIN SAFLASTIRILMASI

3.2.2.1. PROTROMBIN KOMPLEKSININ ELDE EDILMESI

Bajaj ve arkadaglarinin normal insan protrombin kompleksini elde etmede uygu-
ladiklan1 yontem kullamld: (110). -20° C’den ¢ikartilan asit s1vis1, buzdolabinda ¢oziin-
meye birakildi. Kriyopresipitati ayirmak iizere 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
1120 ml asit sivisi iistiine 90 ml 1 M BaCl, damla damla ilave edilerek 1 saat buzdola-
binda kangtinldi. 4000 rpm’de santrifiij edilerek iistteki adsorbe edilmig asit sivisi
-20° C’ de sakland1.

Cokelek ise 370 ml sitrat salin ¢ozeltisi (0,02 M trisodyum sitrat, O,15 M
NaCl, 0,01 M benzamidin HCI ve 50 mg/ml soya fasiilyesi inhibitorii) ilave edilerek
siispansiyon haline getirildi. Uzerine 90 ml 1 M BaCl, yavasca kangtinlarak ilave edil-
di. 30 dakika karnigtirildi ve 1 saat 4000 rpm’de santrifiij edildi. Cokelek yine aym
miktarlardaki sitrat salin ve 1 M BaCl, ile muamele edildi. Buradan elde edilen g¢okele-
ge 43 ml 50 mM benzamidin HCI ihtiva eden % 40 doymug (NH,4),SOy4 ilave edildi ve
3-4 saat karigtinlds, 1 saat 4000 rpm’ de santrifiij edilip iist faz ayrildi. Cokelege tekrar
23,5 ml 50 mM benzamidin HCI ihtiva eden % 40 doymusg (NH,4),SO; ilave edildi.
santrifiijden sonra iist faz bir onceki ile birlestirilip, % 67 doygunluga gelinceye kadar
% 100 doymug (NHy),SO;, ilave edilip karigtinldi. 4000 rpm’de 1 saat santrifiij edile-
rek gokelek aynldi, -20° C’ de sakland.

3.2.2.2. DEAE SEPHACEL KOLON KROMATOGRAFISI

Bajaj ve arkadaglarinin normal plazmadan protrombin elde ederken bu kademe-
de tercih ettikleri tampon sistemi kullanildi (110). Asid protrombin kompleks gokelegi 5
ml O,1 M NaCl, 1 mM benzamidin HCI], 5O mg/ml soya fasiilyesi tripsin inhibitorii ihti-
va eden 0,025 M sodyum sitrat tamponunda (pH 6,0) ¢oziildii. Ayn: tampona karg1 bir
gece dializ edildi. Numune 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi. 0,45 p’ luk filtre-
den siiziildii.
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Bu gekilde hazirlanan numune, O,1 M NaCl, 1 mM benzamidin HCl, O,1 mM
fenilmetansiilfonil floriir ihtiva eden 0,025 M sodyum sitrat tamponu (pH 6,0) ile den-
gelenmis 2,6 x 30 cm’lik DEAE Sephacel kolonuna O,6 ml/dak. hizla tatbik edildi. Tiip
basina 3,42 ml fraksiyonlar toplandi. Yikama igleminden sonra 300 ml denge tamponu
ve 300 ml 0,75 M Na(Cl ihtiva eden denge tamponu ile lineer gradient eliisyonu yapil-
du.

3.2.2.3. HEPARIN SEPHAROSE CL-6B KOLON KROMATOGRAFiSi
(109)

Hazirlanan protrombin fraksiyon havuzu, I mM benzamidin HCI, O,1 mM fenil-
metansiilfonil floriir ihtiva eden 0,02 M sodyum sitrat tamponu (pH 7,5)’ na kars1 bir
gece dializ edildi.

Dializ tamponu ile dengelenmig 1,6 x 17,5 cm’lik Heparin Sepharose CL-6B ko-
lonuna tatbik edildi. Akim hiz1 O,22 ml/dak., fraksiyon hacmi 2,2 ml/tiip olarak ayarlan-
di. Aym tamponla kolon yikandi. 125 ml denge tamponu ve 125 ml O,75 M NaCl ihtiva
eden denge tamponu ile lineer gradient eliisyonu yapildi.

3.2.3. ADSORBE EDILMIS ASITTEN PROTROMBININ
SAFLASTIRILMASI

3.2.3.1. DEAE SEPHACEL KOLON KROMATOGRAFISI

Bu amagla Michalski ve arkadaglarinin insan plazmasindan baryum tuzlarina ad-
sorbsiyon yapmadan faktér IX konsantresi elde etmede kullandiklar1 tampon sistemi
kullamild: (111). 1 mM benzamidin HCI, O,1 mM fenilmetansiilfonil floriir ihtiva eden §
mM sitrat, 5 mM fosfat tamponunda (pH 6,0) dialize birakilan adsorbe edilmis asit stv1-
s1, ertesi giin santrifiij edildi ve ¢okelek uzaklagtinidi. O,45 p’ luk Millipore filtreden sii-
ziiliip, dializ tamponu ile dengelenmis 2,6 x 30 cm’ lik DEAE Sephacel kolonuna, O,8
ml/dak. hizla tatbik edildi. Fraksiyonlar 8,5 ml/tiip olacak gekilde toplandi. Kolon yakla-
stk 870 ml denge tamponu ile yikandi. Daha sonra 300 ml denge tamponu ve 300 ml
0,7 M NaCl, 1 mM Benzamidin HC! ve O,1 mM fenilmetansiilfonil floriir ihtiva eden
denge tamponuyla lineer gradient uygulandi. Gradiyent bitiminde 250 ml O,7 M NaCl
ihtiva eden gradient tamponu ile kolon yikandi. Denge tamponu blank olarak kullanila-
rak fraksiyonlarin absorbans: 260 ve 280 nm dalga boyunda okundu. Ayrica stafilokoa-
giilaz ve kromojenik substrat CBS 34.47 kullanilarak protrombin tayini yapildi. Gradi-
yent sonrasi protrombin ihtiva eden fraksiyonlardan havuz hazirlandi.
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3.2.3.2. HEPARIN-SEPHAROSE CL-6B KOLON KROMATOGRAFISI
(109)

DEAE Sephasel kolon kromatografisinden hazirlanan protrombin havuzunun
tamponu, Minitan S ultrafiltrasyon sisteminde 1 mM benzamidin HCl ve O,1 mM fenil-
metansiilfonil floriir ihtiva eden 0,02 M sitrat tamponu (pH 7,5) kullanilarak degigtiril-
di ve konsantre edildi. Konsantre numune bir gece ayni tampona kars: dialize birakildi.

1,6 x 9 cm’ lik Heparin Sepharose CL-6B kolonu dializ tamponu ile dengelendi.
0,45 p filtreden siiziilmiiy numune O,2 ml/dak. akim hiz ile kolona tatbik edildi. Frak-
siyonlar 2,1 ml/tiip olacak sekilde toplandi. Kolon denge tamponu ile yikands. Sonra
125 ml denge tamponu ve 125 ml O,8 M NaCl ihtiva eden denge tamponu ile lineer gra-
diyent eliisyonu yapildi. Stafilokoagiilaz / kromojenik substrat kullamilarak protrombin
aktivitesi saptanan gradiyent sonrasi fraksiyonlardan havuz hazirland.

3.2.4. SDS-POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZ]
(SDS-PAGE)

Kangimlardaki proteinleri molekiil agirliklarina gire ayirmak ve elde edilen pro-
teinlerin elektroforetik saflifin1 gostermek i¢in SDS-PAGE disk elektroforezi yapildi
(112). Her parti ¢aligmada diigiik molekiil afirhkh protein standarti kullamldi. Elektro-
forez oda 1s1sinda gergeklegtirildi. 7 ml Akrilamid (% 30 g) / Bis-akrilamid (% 0,8 g)
stok ¢ozeltisi, 3 ml 1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,20), O,3 ml % 10’luk SDS, 1,5
ml % 1,5’luk amonyum persiilfat ve 18,2 ml distile su bir erlen iginde kangurilip 4° C’
de vakum altinda degaze edildi. Karigima 0,03 ml TEMED ilave edildi. Bu sekilde elde
edilen % 7’ lik poliakrilamid ¢ozeltisi, disk elektroforezi i¢in 10 cm boyunda ve 0,6 cm
¢apinda cam silindirlere 7 cm yiiksekliginde dokiildii. Ust tarafa 0,05 ml distile su ta-
bakalandinldi ve oda 1sisinda polimerize olmasi beklendi. Slab jel elektroforezi igin 10
x 10 cm’ lik camlar kullamldi ve jel 1 mm kalinhfinda hazirlandi. Protein konsantras-
yonu O,05-1 mg/ml olan protein ¢bzeltisi, % 2 SDS, % 5 MET ve % 10 gliserol ihtiva
edecek sekilde hazirlandi. Bu solusyon 100° C’ lik su banyosunda 2 dakika tutuldu,
oda 1s1s1na sogutuldu. Son konsantrasyonu % 0,00l'olacak sckilde BFB ilave edildi.
Ust ve alt tanklara 1/10 oraminda % 10 SDS ¢ozeltisi ihtiva eden O,1 M sodyum fosfat
tamponu (pH 7,2) kondu. Poliakrilamid jel disklerine 40 pl, slab jele 25 ul numune tat-
bik edildi. Disk bagina 8 mA , slab jel bagina 30 mA akim uygulandi. Marker jelin biti-
mine 1-2 cm yaklagtifinda akim kesildi. Jeller yan yarya sulandirilmig gliserol kullam-
larak silindirlerden ¢ikanld: ve 0,625 g CBB R-250, 113,5 ml metanol,113,5 ml distile
su ve 23 ml glasiyal asetik asit ihtiva eden boya ¢zeltisinde 20 dakika tutuldu. 875 ml
distile su, 75 ml glasiyal asetik asit ve 50 ml metanol ihtiva eden boya gikarma ¢bzelti-
sinde yikandi. Zemin temizlendikten sonra % 7,5 ’lik asetik asit i¢inde sakland.
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3.2.5. "CROSS" IMMUNELEKTROFOREZ (113)

PIVKA-II'yi gbstermek igin "cross” immunelektroforez yapildi. Bu yéntemde
birinci yéne elektroforez, kalsiyum laktat ihtiva eden tampon ve agaroz kullanilarak ya-
pilir. PIVKA-II’ nin kalsiyuma afinitesi gok diiglik oldufundan, elektroforetik olarak
normal protrombinden daha hizh gé¢ eder. Ikinci yone elektroforez igin EDTA ihtiva
eden tampon ve agaroz kullanilir, EDTA, kalsiyum ile kelat tegkil ederek protrombinin
normal ve PIVKA seklinin aym gartlarda gti¢ etmesine imkan verir.

Birinci y6ne elektroforez igin laktat veronal tamponu (10,30 g/l sodyum vero-
nal, O,77 g/l kalsiyum laktat, pH 8,8) kullamldi. Bu tampon icinde, kaynar su banyosu
icinde % 1’ lik agaroz ¢bzeltisi hazirland1. Cozelti 60° C’ ye soutularak 8,5 x 10 em’
lik cam iizerine yaklagtk 1,5 mm kalinhginda (12 ml) dokiildii. Jelin katilagmas i¢in 10
dakika beklendi. Jel plaginin katoda gelecek kismina, her iki kenardan 1,5 cm mesafede
4mm ¢apinda kuyu agild: ve aspire edilerek igi temizlendi. Bu kuyudan 1,5 cm mesafe-
de ve 3 mm capinda ikinci bir kuyu daha hazirland:. Jel plag,sogutma blogu iizerine,
kuyular katotda olacak sekilde yerlestirildi. Jelle, tampon arasina Whatman (No.3) kaf-
d1 ile koprii kuruldu. 4 mm’lik kuyuya 15 pl numune, 3 mm’lik kuyuya 5 pl Coomassie
brillant Blue ile boyanmig albumin ¢zeltisi (20 g/l albumin, 5 g/l CBB, 1 g/l NaN3
0,15 M NaCl) konup, jel bagina 5 mA akim uygulandi. Boyanmig albuminin gocii goz-
lenerek yaklagik 4 saat sonra akim kesildi. Elektroforez sirasinda sofutma blofunun 1s1-
s1 189 C’ de sabit tutuldu.

Ikinci yone elektroforez igin tris/glisin/EDTA/veronal tamponu (1,60 g/l sod-
yum veronal, 5,65 g/l tris, 7,05 g/l glisin, 1,80 g/l EDTA di sodyum tuzu, pH 8,8) ha-
zirland1. Bu tampon iginde daha once tarif edildigi gibi % 1’lik agaroz ¢tzelti hazirlan-
di. Bu ¢dzeltinin 10 ml’ si 60° C’ye sogutularak, O,2 m! protrombin antiserumu ilave
edildi. Kangtmldiktan sonra 56° C’ de 10 dakika bekletildi. Bu esnada birinci elektro-
forezden ¢ikarilan plak iizerindeki jel, numune kuyusuna 2 mm mesafeden diizgiince ke-
sildi ve boyal1 albumin ihtiva eden jel pargas1 cam iizerinden uzaklagtirildi. Antiserumlu
agaroz buraya dokiildii ve 10 dakika katilagmasi i¢in bekltildi. Numune kuyusu birkag
defa EDTA’ 1 tampon ile yikandi. Elektroforez tankindaki kalsiyum laktath tampon bo-
saltildi. Tank yikandiktan sonra EDTA’ Ii tamponla dolduruldu. Numune tarafi katoda
gelecek sekilde jel ile tampon arasina koprii kuruldu. Jel plag bagina 5 mA akim uygu-
land1. 4-5 saat sonra akim kesildi. Elektroforez sirasinda sogutma blogunun 1s1s1 18° C’
de sabit tutuldu.

Jel plag, plak bagina SO0 ml olmak iizere % O,9 luk NaCl soliisyonunda bir ge-
ce ve sonra distile suda 1 saat bekletildi. Numune kuyusu distile su ile doldurulduktan
sonra jel yiizeyine distile su ile 1slatilmg filtre kagich yerlegtirildi. 50° C’ de 2-3 saat
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kurutuldu. Kurumug agaroz yiizeyindeki filtre kafid: distile su ile 1slatilarak dikkatle
uzaklagtirildi. Plak boya soliisyonunda (2,5 g/l CBB, % 5 glasiyal asetik asit, % 45 me-
tanol) 30 dakika bekletildi. Zemin beyazlagip pikler goriiliinceye kadar yikama ¢ozelti-
siyle (% 5 glasiyal asetik asit, % 45 etanol) yikandi.

3.2.6. OUCHTERLONY CIFT IMMUNDIFUZYON YONTEMI
(114)

Barbital tamponu (pH 8,2) iginde hazirlanmg % 1 lik agaroz jel kullanildi. Ama-
ca gore farkl: antiserumlardan faydalanﬂdl. Boyama CBB ile yapildi.

3.2.7. IMMUNELEKTROFOREZ (115)

Barbital tamponu (pH 8,2) ve % 2’ lik agaroz kullamldi. Ayrica, anormal prot-
rombini aragtirmak igin, laktat veronal tamponu (10,30 g/l sodyum veronal, O,77 g/l
kalsiyum laktat, pH 8,8) ile immiinelektroforez yapild.

3.2.8. SELULOZ ASETAT PROTEIN ELEKTROFOREZI

Seliiloz asetat elektroforezi, Tris-barbital-sodyum barbital (pH 8,6-9) tamponu
ve ponceau S boyas1 kullanilarak, Helena Laboratories firmasindan temin edilen serum
protein elektroforez kiti ile yapildi.

3.2.9. PROTEIN TAYINi

Plazma, asit sivis1 gibi yiiksek konsantrasyonda protein igeren drneklerde total
protein tayini biiiret metodu ile yapildi.

Diger 6rneklerde, 1 cm’ lik kiivet kulanarak 260 ve 280 nm dalga boyunda ab-
sorbanslar okundu. Asagidaki formiille protein konsantrasyonu hesaplandi (116):

Protein konsantrasyonu, mg/ml = 1,55 x Absygo - O,77 x Absyeo

3.2.10. PROTROMBIN EKSIK PLAZMA ILE PROTROMBIN
AKTIVITESI TAYINI
Stago’ dan temin edilen "Hemoreactive AC" ve "Neoplastin” kitleri kullanild.
Kit metodu aynen uygulandi. 1 ml normal plazmadaki aktivite, 1 U/ml olarak kabul
edildi.
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3.2.11. STAFILOKOAGULAZ iLE PROTROMBIN TAYINi

Martinoli(34) 'nin "end point" yontemi ve Soulier (35)’ in kinetik yOnteminden
faydalanilarak modifiye bir metodla tayin yapildi. 50O pl numune iizerine 50 gl stafilo-
koagiilaz (500 U/I’ lik) ilave edilip 2 dak. bekletildi. O,75 ml tampon (0,06 M tris,
0,06 M imidazol, 0,18 M NaCl, 4 g/l sodyum EDTA, pH 8,5) ve 50ul kromojenik
substrat (CBS 34.47, 3 mM/I’ lik) ilave edilip 37° C’ de 1 dak. beklendi. 405 nm dalga
boyunda birer dakika ara ile absorbanslan 6igiildii. Absorbansdaki 0,001’ lik degisim
1 U/l olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. NORMAL PLAZMA HAVUZUNDAN
PROTROMBININ SAFLASTIRILMASI

Baryum sitrat adsorbsiyonu ile K vitaminine bagimh proteinler difer proteinler-
den aynldi. Adsorbe olan proteinler 8nce %40 doymug (NH,),SO; ile elile edilip, sonra
%67 doymug (NH,4),SOy ile ¢oktiiriildii. Tamponda ¢8ziiliip dialize tabi tutuldu. Bu ge-
kilde elde edilen protrombin kompleksinde Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile
protrombin, faktor VII, IX, X ile protein C ve protein S’ in varh§ incelendi (sekil 8) ve
hepsi miisbet bulundu. Sonra kompleks, DEAE Sephadex A-50 kolonuna uygulandi.
Fraksiyonlarin 280 nm dalga boyunda okunan absorbanslariyla fraksiyon sayilan ara-
sinda hazirlanan grafik sekil 9’ da gbsterilmigtir. Elde edilen fraksiyonlarin bazilaninda
Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknifi ile K vitaminine bagh proteinlerin varhf in-
celendi (sekil 10). Gradiyent sonrasindaki en yiiksek pikte geni§ bir protrombin-
antiprotrombin ¢okme bandi gézlendi. Protrombinin bu pikde faktor IX ve X ile birlikte
bulundugu saptandi.

Sekil 8: Protrombin kompleksinde K vitaminine bagimli proteinlerin varlifimn
Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile gosterilmesi. Ortadaki kuyuya protrombin
kompleksi, ¢cevredeki kuyulara antiserumlar uyguland:. 1-protrombin, 2-protein S, 3-
protein C, 4faktor X, 5-fakior IX, 6-faktor VII.
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PROTROMBIN

FAKTOR VII

FAKTOR IX

FAKTOR X

PROTEIN C

PROTEIN §

Sekil 10: Normal protrombin kompleksinin DEAE Sephadex A-50 kromatografi
fraksiyonlarinda Ouchierlony teknigi ile K vitaminine bagimli proteinlerin aragnrilma-
s1. Ortadaki kuyulara antiserumlar, ¢evredeki kuyulara fraksiyonlar uygulandi: I1- 8., 2-
34., 3-56., 4-81., 5-88., 6-93., 7-97., 8-103., 9-108., 10-117., 11-130., 12-160. nolu
[fraksiyonlar.
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113-130’ncu fraksiyonlar havuz haline getirildi. Konsantre edilerek Heparin
Sepharose CL-6B kolonuna uygulandi (§ekil 11). Bu kromatografi fraksiyonlarinda
Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile yapilan tarama sonunda gradient dncesi
pikte diger proteinleri igermeden protrombinin tek bagina bulundugu gozlendi. Gradi-
yent sonrasindaki ilk pikte protrombin, faktor IX ve X’ un birlikte oldugu, ikinci pikte
ise yalmz faktor X’ un varhif tesbit edildi (Sekil 12).

A B C

Sekil 12: Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile Heparin Sepharose CL-6B
kromatografi fraksiyonlarinda protrombin ve diger K vitaminine bagiml faktérlerin
aragtirilmasi. Cevredeki kuyulara antiserumlar, ortadaki kuyulara ornekler uygulandi:
A-Gradiyent oncesi pik (33-42° nci fraksiyonlar) B-Gradiyent sonrasi birinci pik, C-
gradiyent sonrasi ikinci pik.

Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile protrombinin tek bagina bulundugu
tesbit edilen pik havuzu, SDS-PAGE ile incelendigi zaman da tek bant goriildii. Saflag-
tirma kademelerinin SDS-PAGE ile incelenmesi gekil 13’ de gosterilmigtir.

Sekil 13: Normal plazmadan, protrombinin saflasnrilmas: kademelerinin SDS-
PAGE bulgulari.1-Plazma havuzu, 2-Protrombin kompleksi, 3-DEAE Sephadex A-50
kromatografisine ait 113-130’ uncu fraksiyon havuzu, 4- Heparin Sepharose CL-6B kro-
matografisindeki gradiyent éncesi pik.

Stafilokoagiilaz ve kromojenik substrat, saflagtirma iglemleri sirasinda temin edi-
lemedigi igin, fraksiyonlarda protrombinin gdzlenmesinde bu yontem kullanilamadi.
Faktor I eksik plazma ile dlgiilen aktivitelere gore hazirlanan saflagtirma tablosu agagi-
da gosterilmigtir (Tablo 1).
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; : ~ Total | Spesifik ;
H Protein |T.Protein| Aktivite Verim | Saflast
acim | Protei 1 ivi akiivite | akiivite flagtrma
m | mgmi| mg Urmi U Umg | % defa

Plazma 1570 | 79,0 |124030| 1 1570 | 0,012| 100 1
Protrombin kompleksi 15 | 229 | 343| 439 | 753| 219 | 48 | 1825
DEAE - Sephacel 595| 378 25| 975 580| 257 | 37 | 214
Heparin Sepharose 20 193] 120| 285 471| 392| 30 | 327

Tablo 1: Normal protrombinin saflagtirilmasi. Protrombin aktivitesi protrombin
eksik plazma kullanilarak yapildi. Baglangi¢ plazmasindaki aktivite 1 U/ml olarak alin-
du.

4.2. SIROZLU OLGUYA AIT ASIT SIVISINDAN
PROTROMBININ SAFLASTIRILMASI

Sirozlu olgunun plazma ve asit sivilarinda immiinelektroforez yontemi ile prot-
rombinin varlig1 gosterildi (sekil 14). Plazmanin anormal protrombin ihtiva edip etmedi-
gi "cross" immiinelektroforez ile aragtinildi ve normal plazma havuzuna ait 6rnekle kar-
silagtinldi.Bunun igin birinci y6n elektroforez kalsiyum ihtiva eden tampon ile, ikincisi
ise EDTA ihtiva eden tampon ile protrombin antiserumuna karsi yapildi (sekil
15).Sirozlu olguya ait 6rnekde anormal protrombinin varhg gozlendi. Sonra asit sivi-
sinda da aym: yontemle inceleme yapild: (sekil 16). Anormal protrombinin gok kiigiik
olarak belirmesi tizerine siipheye diisiildii, tekrarlanip ayni sonug elde edilince bir kere
de kalsiyumlu ortamda immiinelektroforez ile anormal protrombinin varhig aragtinld:
ve miisbet bulundu (sekil 17).

Normal plazma havuzundan protrombin saflagtinlmasinda oldugu gibi, 6nce asit
stvisinda baryum sitrat adsorbsiyonu yapildi. Adsorbe olan proteinler %40 doymusg
(NH,4),S0; ile eliie edilip, %67 doymug (NH4)2SOy ile ¢oktiiriildii. Tamponda ¢oziiliip
dializ edildikden sonra protrombin kompleksinin, DEAE Sephacel kolon kromatografi-
si yapildi. Elde edilen fraksiyonlarin absorbanslari 280 nm dalga boyunda okunup,
protrombin aktiviteleri stafilokoagiilaz ve kromojenik substrat CBS 34.47 kullamlarak
arastirildi (sekil 18). 336-345’inci tiipler arasindaki fraksiyonlarda yiiksek protrombin
aktivitesi bulundu. Bu fraksiyonlar havuz haline getiridi. Ayrica bu havuzda ve elde edi-
len piklerde protrombinin varligi, Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile aragtiril-
di. Havuzda ve havuz hazirlanan pikin tepe noktasinda protrombinin varlifi immiinolo-
jik olarak da tesbit edildi (sekil 19). Dializ edildikten sonra Heparin Sepharose CL-6B
kolon kromatografisi yapildi. Buradan elde edilen fraksiyonlann da absorbanslan 280
nm dalga boyunda okunup, protrombin aktiviteleri stafilokoagiilaz ve kromojenik subst-
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rat CBS 34.47 kullanilarak 6lgiildii (sekil 20). Gradiyent 6ncesi pikde yiiksek protrom-
bin aktivitesi gozlendi. Bunun saflifn SDS-PAGE ile incelendiginde tek band goriildii
(sekil 21). Oucterlony teknigi ile immiinolojik olarak aragtinildiginda sadece protrombi-
nin varlif1 tesbit edildi (sekil 22). Bu pikin kalsiyumlu ortamda yapilan "cross" immii-
nelektroforezi sonucunda, anormal protrombin ihtiva etmedigi gorildii (sekil 23). Asit
protrombin kompleksinde de ayni yontemle anormal protrombin bulunamadi (sekil 24).
Gradiyent sonrasi pikde ¢ok daha diigiik protrombin aktivitesi bulundu. Tablo 2’ de prot-
rombinin saflagtinlmasina ait bilgiler gosterilmisgtir.

Sekil 14: Sirozlu olgunun plazma ve asit sivisinin protrombin antiserumuna

kargt immiinelekiroforezi.l-Plazma, 2-asit  sivisi

Sekil 15: Normal plazma havuzunun ve sirozlu olguya ait plazmarnin kalsiyumlu
ortamda "cross” immiinelektroforezi. Ikinci yon EDTA’ It ortamda protrombin antiseru-
muna kars: yapildi.A-normal plazma, B-Sirozlu olguya ait plazma.

Sekil 16: Asit  sivisimn kalsiywmlu ortamda "cross" immiinelektroforezi. Ikinci
yon EDTA’ i ortamda protrombin antiserumuna kargi yapildi.

Sekil 17: Asit  sivisimn kalsiyumlu ortamda protrombin antiserumuna kargi im-
miinelektroforezi.
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Sekil 19: Quchtelony ¢ift immiindifiizyon teknigi ile asit kompleksinin DEAE
Sephacel kromatografi fraksiyonlarinda protrombinin aragtirilmasi.Orta kuyuya antise-
rum, cevredeki kuyulara fraksiyonlar uygulandi: 1-336-345 havuz, 2-340., 3-296., 4-
349.,5-350., 6-355. fraksiyonlar.

Sekil 21: Asit protrombin kompleksinden protrombinin saflastrilmas: kademele-
rinin SDS-PAGE bulgulart.1-Asit swisi, 2-Asit protrombin kompleksi, 3-Asit DEAE Sep-
hadex A-50 kolon kromatografisine ait protrombin pik havuzu, 4- Heparin Sepharose
CL-6B kromatografisindeki gradiyent éncesi pik.

Sekil 22: Heparin Sepharose CL-6B kolon kromatografisindeki gradiyent oncesi
pikde K vitaminine bagumli proteinlerin Ouchterlony ¢ift immiindiffiizyon teknigi ile
aragtirimasi.Orta kuyuya numune, cevredeki kuyulara antiserumlar uygulandi. 1-
Protrombin, 2-Faktor VII, 3- Faktor IX, 4-Fakior X, 5-Protein C, 6-Protein S.
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Sekil 23: Asit protrombin kompleksinden elde edilen protrombinin kalsiyumlu
ortamda yapilan "cross" immiinelektroforezi. Ikinci yon EDTA’ I ortamda protrombin

antiserumuna karst yapildi.

Sekil 24: Asit protrombin kompleksinin Kalsiyumlu ortamda "cross” immiine-

lektroforezi. Ikinci yén EDTA’ I ortamda protrombin antiserumuna kargi yapildi.

Total

Spesifik

Hacim | Protein |T.Protein| Aktivite 8 =9t Verim | Saflagtrma
aktivite | aktivite
m | mgml | mg Usml U Umg | % defa
ASID 1130 | 2504| 28205 1,234(1514 | 0,053| 100 | 1
Protrombin kompleksi 5 | 711| 3555(108,0 | 540 |152 356| 286
DEAE - Sephacel 28 | 1,00 2800/ 17,9 | 501,2[17.9 331| 337
Heparin Sepharose 286 024| 68| 693 1982/289 13 | 545

Tablo 2: Asit protrombin kompleksinden protrombinin saflastiriimasi. Protrom-

bin aktivitesi stafilokoagiilaz ve kromojenik substrat kullamlarak ol¢iildii. 405 nm dalga
boyunda 0,001 absorbans degigimi 1 U/l olarak kabul edildi.
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4.3. ASIT SIVISINDAN BARYUM SITRATA
ADSORBE OLMAYAN PROTROMBININ KISMi

SAFLASTIRILMASI

Baryum sitrat adsorbsiyonu sonrasinda geri kalan asit sivis1 (adsorbe
edilmis asit) once dializ edildi. Sonra DEAE Sephacel kolonuna uygulandi. Lineer tuz
gradiyenti ile proteinler eliie edildi. Gradiyent sonrasindaki en yiiksek pike ait fraksi-
yonlarda stafilokoagiilaz ve kromojenik substratla protrombin aktivitesi saptandi (sekil
25). 272-294" iincii tiipler havuz haline getirildi. Konsantre edildikten sonra, Heparin
Sepharose CL-6B kolon kromatografisine tabi tutuldu . Stafilokoagiilaz ve kromojenik
substratla protrombin aktivitesi 6lgiildii. Gradiyent sonrasindaki pikte protrombin aktivi-
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tesi goriildii * (sekil 26).
Protrombin aktivitesi gos-
teren gradiyent sonrasi
fraksiyonlardan ~ olugan
havuz, selilloz asetat
elektroforezinde beta bol-
gesinde tek bir bant olarak
goriiliirken  (sekil  27),
SDS-PAGE disk elektro-
forezinde ¢ok sayida bant
goriildii (sekil 28). Prot-
rombinin kismi saflagtirl-
masina ait veriler tablo 3’
de gosterilmistir.

Sekil 25: Adsorbe
edilmis asitin DEAE Sep-
hacel kolon kromatografi-
si. Kolon ¢apt 2,6 cm, bo-
yu 30 cm. Akig hizi 0,8
mi/dak. Fraksiyon hacmi
8,5 mi.Denge tamponu: 1
mM benzamidin HCI, 0,1
mM  fenilmetansilfonil
floriir ihtiva eden 0,005
M sodyum sitrat, 0,005
M sodyum fosfat tamponu
(pH 6,0). Gradiyent tam-
ponu ) 0,7 M NaCl ihtiva
eden denge tamponu. Ok
isareti gradiyentin bitigini
gostermektedir.
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Sekil 27: Adsorbe edilmis asitden protrombinin kismi saflagtirimasina ait selli-
loz asetat elektroforezleri. 1-Asit sivisi, 2-Adsorbe edilmis asit(Dializ sonrast), 3-DEAE
Sephacel kolon kromatografisinden elde edilen protrombin havuzu, 4-3 nolu havuzun
Konsantre gekli,5-Heparin Sepharose CL-6B kromatografisi gradiyent sonrasi protrom-

bin pik havuzu, 6-Heparin Sepharose CL-6B kromatografisi gradiyent dncesi 2240
fraksiyon havuzu,

Sekil 28: Adsorbe edilmis asitden protrombinin kismi saflagnriimasina ait SDS-
PAGE bulgular. 1- Sirozlu olguya ait plazma, 2-asit swisi, 3-Adsorbe edilmis asit sivist,
4- DEAE Sephacel kolon kromatografisinin 272-294. fraksiyon havuzu, 5-Heparin Sep-

harese CL-6B kolon kromatografisinde protrombin aktivitesi gosteren gradiyent sonrast
[fraksiyon havuzu.

Hacim | Protein [TProtein| Axtivite| T018 | SPeSifik| verim | satastemd
aktivite | aktivite
m | mgm | mg | mUml| mu |mumg| % | def@

Adsorbe edilmis Asit 1200 | 22,07| 26484| 43| 5160 0,19 | 100 | 1
DEAE - Sephacel 187 | 3167 5%2| 22,1 | 4133 070 | 80 | 36
Heparin Sepharose 42 3,16 1327 11 462| 3,48 89| 183

Tablo 3: Adsorbe edilmis asitden protrombinin kismi saflastiriimasi. Protrombin
aktivitesi stafilokoagiilaz ve kromojenik substrat kullanilarak élgildii. 405 nm dalga
boyunda 0,001’ lik absorbans degisimi 1 U/l olarak kabul edildi.
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Normal plazmadan saflagtirilan protrombin ile asit protrombin kompleksinden
elde edilen protrombinlerin SDS-PAGE’ deki gog hizlan ayniydi (sekil 29). Aynca kalsi-
yumlu ortamda protrombin antiserumuna kargi immiinelektroforez drneklerinde de fark-
hilik goriilmedi (sekil 30).

Sekil 29: Normal protrombin ve asit protrombin kompleksinden elde edilen prot-
rombinlerin SDS-PAGE ile karsilasnrilmasi.1-Molekiil agirhigt standardi,2-Normal
protrombin, 3-Asit kompleksden elde edilen protrombin.

Sekil 30: Normal protrombin ve asit protrombin kompleksinden elde edilen prot-
rombinlerin kalsiyumlu ortamda protrombin antiserumuna kars immiinelektroforezi. I-
Normal protrombin, 2-Asit kompleksden elde edilen protrombin.



5. TARTISMA VE SONUC

Sirozlu bir olguya ait 1130 ml asit sivisindan baryum sitrat adsorbsiyonu, eliis-
yonu, DEAE Sephacel ve Heparin Sepharose CL-6B kolon kromatografi yontemleri ile
6,7 mg protrombin elde edildi. Benzer bir yéntemle 1570 ml normal plazma havuzun-
dan da protrombin saflagtiriidi, 120 mg protrombin elde edildi. Her iki kaynaktan elde
edilen protrombin, SDS-PAGE ile ayn ayn incelendiginde tek bant olarak goriildii.
Elektroforetik mobiliteleri ayniydi. Protrombin eksik plazma kullanilarak yapilan akti-
vite 8l¢limlerinde asit kaynakl protrombinin spesifik aktivitesi 3,36 U/mg olarak bulu-
nurken, plazma kaynakl olaninki 3,92 U/mg’ di. Stafilokoagiilaz ve kromojenik subst-
rat ile aktiviteleri olciildiigiinde,spesifik aktiviteler birincisinde 28,9 U/mg, ikincisinde
30,1 U/mg bulundu.

1570 ml normal plazmadan 120 mg olarak elde edilen protrombin miktar1, Ba-
jaj ve arkadaglarinin (109), 8 1 insan plazmasindan 500 mg, Moore ve arkadaglarinin
(117) 1,8 1 sifir plazmasindan 120 mg olarak elde ettikleri miktarlarla orantiliyken,
Hashimoto ve arkadaglarinin(118) 15 1 s1fir plazmasindan 1600 mg ve Uras’in (108)
11 1 s1fir plazmasindan 1050 mg olarak elde ettikleri degerlerden daha azdi.Normal
plazmadan elde edilen protrombinin molekiil agirlifi 70200 bulundu. Bu deger Bajaj’
i buldugu 70000 (109) ve Di Scipio’ nun 72000 (119) degerlerine yakindi. Litera-
tiirde protrombin aktivitesi bir birinden ¢ok farkii yontemlerle ifade edilmektedir
(6,108,117,119). Bulunan 3,92 U/mg spesifik aktivite, Bajaj ve arkadaglarimn benzer
fakat modifiye metodla bulduklar1 6 U/mg degerinin alindayd: (109). % 30 olarak bu-
lunan verim, Bajaj’ in % 40 (109) ve Shapiro ve arkadaglarimin % 50 (120) degerle-
rinden biraz daha diigiiktii.

Literatiirde sirozlu bir olguya ait protrombinin ne plazmadan, ne de asit sivisin-
dan saflagtinlmasina rastlanmadif igin bulgular tartigilamadi. 1989° da Liebman, hepa-
tomal1 bir olgunun asit sivisindan afinite kromatografisi yontemini kullanarak anormal
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protrombini saflagtirdi (30). Normal bir insan plazmasindan elde etti§i protrombin ile
anormalin ¢zelliklerini kargilagtirdig1 zaman her ikisinin de SDS-PAGE’ de mobilitele-
rinin ayn1 oldugunu, ancak farkli sayida Gla ihtiva ettiklerini gordii. Hepatomal: olgu-
larda gesitli yontemlerle anormal protrombinin artti1 g&sterilmigtir (46, 35, 36, 39, 53,
104 - 107). Shah ve arkadaglari(39) 1987’ de farclerde deneysel hepatik timor olug-
turdular. Bunlarin plazmasinda anormal protrombin seviyesi yiiksek, karaciger karbok-
silaz aktivitesi normaldi. Buna kargilik tiim&r dokusunda karboksilaz aktivitesi ¢ok dii-
siikdii. Yapilan biitiin bu galigmalar sonucunda, hepatomah olgularda protrombin 6n
maddesinin sentezinin normal, ama gamma karboksilasyonun yetersiz oldufu ortaya
cikt1. 7

Gamma karboksilasyon oral antikoagiilant verilen olgularda da bozulmaktadur.
Oral antikoagiilant verilen sifirlanin baryum tuzlan ile adsorbsiyondan sonra geri kalan
plazmasindan protrombin saflagtirilmugtir (24 - 26, 29). Nelsestuen ve Suttie (24) di-
coumarol verilmig bir sifinn plazmasindan 5 kademede % 11 verimle 370 kez, mar-
coumar verilen ineklerin plazmasindan Vermeer ve arkadaglan (29), 7 kademeli bir saf-
lagtirma protokolii ile %16 verimle 551 kez, Blanchard ve arkadaglan (43) warfarin ve-
rilmig kigilerin plazma havuzundan % 18 verimle 6000 kez anormal protrombini saf-
lagtirdilar. Bu caligmalarla, oral antikoagiilant verilmesiyle olugan anormal protrombi-
nin baryum tuzlarina adsorbsiyonda yetersiz oldugu kalsiyumlu ortamdaki elektroforez-
de normalden hizhi go¢ ettiBi ve fizyolojik ytntemlerle aktivitesinin diigiik olduu gos-
terildi. Baz1 anormal protrombin tiplerinin baryum sitrata adsorbe olabildigi de tesbit
edilmigtir (28). Bu tezde, asit sivisindan baryum sitrat adsobsiyonu ile elde edilen prot-
rombin, kalsiyumlu ortamda immiinelektroforez ve "cross" immiinelektroforez ile in-
celendiginde normal protrombinden farklilik gbzlenmedi.

Bu ¢aligmada, baglangigda asit sivisimin stafilokoagiilaz ile Olciilen total prot-
rombin aktivitesi 1514 U idi. Baryum sitrat adsorbsiyonundan sonra ise sadece 5,2 U’
lik ¢ok diigiik bir total aktivite kaldi, yani totalin % 1’ den daha azdi. Bu durum hepato-
ma olgularinda ve oral antikoagiilant verilen olgularda ki durumdan ¢ok farklidir. Oral
antikoagiilant verilmis olgularda, Blanchard ve arkadaglan (43)’ insanda total protrom-
binin % 5,6’ sinin, Nelsestuen ve Suttie (24) siffirda % 60’ inin, adsorbsiyon sonrasinda
plazmada kaldifin: tesbit etti.Liebman (30) ise hepatomali olguya ait asit sivisinda
anormal protrombini, totalin %15,5” u olarak buldu. Bir ¢ok klinik amagh ¢ahsmada
hepatoseliiler karsinomal olgular ve oral antikoagiilan verilmig kigilerde anormal prot-
rombin yiiksek bulunurken, sirozlu olgularda normalden farkh degildi
(35,36,46,104,107,). Sirozlu olgularda total protrombin seviyesi immiinolojik yntem-
le normalden azd: (32,96). Adsorbe edilmig asit sivisinda kalan ¢ok az miktardaki prot-
rombinin kismi saflagtinlmasi, DEAE Sephacel ve Heparin Sepharose CL-6B kolon
kromatografisi yontemleri ile yapildi. % 9 verimle 18 kez saflagtinldi. Bu seliiloz ase-
tat elektroforezinde beta bolgesinde tek bant olarak goriiliirken SDS-PAGE’ de ¢ok sa-
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yida bant ihtiva ediyordu. Bu haliyle asit stvisindan baryum sitrata adsorbe ederek elde
edilen saf protrombinle molekiil agirltklarin kargilagtirmak miimkiin olmadi. Protrom-
bin eksik plazma ile aktivite tesbit edilemedigi halde stafilokoagiilaz ile 3,48 mU/mg
aktiviteye sahipti. Oysa, bu ¢aligmada elde edilen, baryum sitrata adsorbe olan protrom-
bin, protrombin eksik plazma ile 3,36 U/mg, stafilokoagiilaz ile 28,9 U/mg aktiviteye
sahipti. Adsorbe edilmig asitten elde edilen iiriiniin daha ileri saflagtinlmas: igin afinite
kromatografisi yontemi digiiniilebilir. Normal ve anormal protrombinlerin immiinolojik
Ozelliklerinin benzerlifi g6z Gniinde tutularak (24 - 26), bu ¢aliymada, normal plazma-
dan saflastnlan protrombine karg1 elde edilecek antiserumla afinite kolonu hazrlanabi-
lir. Bu galigmada, asit sivisindan baryum sitrat adsorbs1yonu ile elde edilen protrombi-
nin 6zelliklerinin normalle kargilagtirilmasi, bir 6n ¢aligma olarak kasith gekilde yapil-
mugtir. fleride, adsorbe edilmis asit sivisindaki protrombin afinite kromatografisi ile saf-
lagtinldiktan sonra, bununla,bu galigmada elde edilen asit ve normal plazma kaynakh
saf protrombinler kargilagtirilabilir. Gla igerikleri, gegitli sartlardaki aktivasyonlar,
amino asit kompozisyonlan gibi ¢egitli 6zellikleri incelenebilir. Aym hastadan farkh za-
manlarda alinan asit sivilarindan havuz hazirlanarak bu amag igin gerekli miktarda
protrombin elde edilebilir. Asit sivis1 gegitli karacier hastaliklarindaki molekiiler ano-
malileri incelemek igin bir gok proteinin saflagtiriimasinda kaynak olarak kullamilabilir.
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6. OZET

Karaciger hastaliklarinda protrombinin fizyolojik aktivitesinde azalmaya yol
agan sebebler spekiilatifdir. Molekiiler diizeyde inceleme yapilabilmasi igin bunun saf
olarak elde edilmesi gerekir. Bu amagla sirozlu bir olguya ait 1130 ml asit sivisindan
baryum sitrat adsorbsiyonu, amonyum siilfat eliisyonu, DEAE Sephacel ve Heparin
Sepharose CL-6B kolon kromatografisi kullanilarak 6,7 mg protrombin saflagtinidi.Bu,
SDS-PAGE ile tek bant olarak goriildii. Elektroforetik mobilitesi normal plazma havu-
zundan elde edilen protrombin ile aymydi. Molekiil agirhiffi 70200, faktdr II eksik
plazma kullanildiginda spesifik aktivitesi 3,36 U/mg, stafilokoagiilaz kullanildifinda
ise 28,9 U/mg olarak bulundu. Normal plazma protrombinine ait, 3,92 U/mg, 30,1
U/mg degerleri ile kargilagtinldifinda, stafilokoagiilaz ile aktivasyonda normale yakin
ama faktor II eksik plazma kullanildifinda daha diigiiktii. Kalsiyumlu ve kalsiyumsuz
ortamda immiinelektroforezde normalden farklilik goriilmedi. "Cross" immiinelektrofo-
rezde normalde oldugu gibi tek pik saptandi.

Baryum sitrat adsorbsiyonundan sonra geriye kalan asit sivisinda baglangigtaki-
nin % 1’ inden daha az protrombin aktivitesi (stafilokoagiilaz ile) kaldi. Bu protrombi-
nin kismi saflagurilmast DEAE Sephacel ve Heparin Sepharose CL-6B kolon kroma-
tografileri ile yapildi. Elde edilen iiriin seliiloz asetat elektroforezinde beta bolgesinde
tek bant verirken, SDS-PAGE’ de bant say1s1 gokdu.

Adsorbsiyon sonrasinda asit sivisinda kalan bu protrombinin daha ileri saflagti-
nlmasinin afinite kromatografisiyle miimkiin olabilecegi diigiiniilebilir. Normal ve
anormal protrombinin immiinolojik 6zelliklerinin benzerligi g6z Oniinde tutularak, bu
¢aligmada, normal plazmadan saflagtirilan protrombine kars1 elde edilecek antiserumla
afinite kolonu hazirlanabilir.

Asit sivisindan baryum sitrat adsorbsiyonu ile elde edilen protrombinin normal
protrombinle kargilagtiriimasi bu galiymada gok kasith olarak yapilmigtir. fleride, adsor-
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be edilmig asit sivisindaki protrombin afinite kromatografisi ile saflagtinldiktan sonra
bununla, bu gahgmada elde edilen asit ve normal plazma kaynakl saf protrombinlerin
kargilagtinlmasi, bir ¢ok soruya-agikhk getirebilir. Ayrica asit sivis1 gegitli proteinlerin
saflagtinntmasinda kaynak olarak kullanilabilinir.
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7. SUMMARY

The Purification of Prothrombin From Ascites Fluid

The reasons of the decreased functional activity of prothrombin in the liver di-
sease have yet been speculative. It could be possible to study on molecular basis the
reasons of prothrombin abnormalities when a highly purified preparation of prothrom-
bin from a patient with liver disease is available.

In this study, prothrombin (6,7 mg) was purified from the ascites fluid (1130 ml)
of a patient with liver cirrhosis by barium citrate adsorption, ammonium sulphate elu-
tion, DEAE Sephacel and Heparin Sepharose CL-6B column chromatography steps.
This purified prothrombin migrated as a single band on SDS-PAGE and its electropho-
retic mobility was same as the prothrombin isolated from normal pooled plasma. The
specific activities were found to be 3,36 U/mg in the one stage clotting assay and 28,9
U/mg in the staphylocoagulase /chromogenic substrate assay when normal prothrombin
had 3,92 U/mg and 30,1 U/mg specific activities respectively.

After barium citrate adsorption, less than 1% of nonphysiological total proth-
rombin activity in the initial ascites fluid was retained in the adsorbed ascites. This too
small amount of prothrombin was partially purified by DEAE Séphacel and Heparin
Sepharose CL-6B column chromatography steps. This prothrombin migrated as a single
band in beta-region on sellulose acetate electrophoresis, but it was found to be hetero-
genous by SDS-PAGE. ;

Since the immunological behaviors of normal and abnormal prothrombins are
similiar, the prothrombin isolated from normal pooled plasma in this study, may be
used to obtain antibody required to prepare affinity column for high purification of the
prothrombin from adsorbed ascites. In this study some limited properties of the proth-
rombin isolated via barium citrate adsorption were investigated. An extensive study to
compare the characteristics of these three proteins, normal prothrombin, the prothrom-
bin from ascites via barium citrate adsorption and the prothrombin from adsorbed asci-
tes may be useful to explain the reasons of the decreased functional activity of proth-
rombin in the liver disease.
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8. KISALTMALAR

NADP)H

Absorbans

Hepatit B gekirdek antikoru

Hepatit Be antikoru

Hepatit B yiizey antikoru

Aktive kismi tromboplastin zamam

Brom fenol mavisi .

Kemik Gla proteini

"Coomassie brilliant blue"

3-kolamidopropil dimetilamino-1-propan siilfat
Dietilaminoetil

Yaygin damar i¢i pthtilagma

Ditiyotreitol

"Complimentary DNA"

Etilendiamin tetra asetik asit

Epidermal biiyiime faktorii

Fibrin pargalanma iiriinleri

Glutamik asit

Gamma-karboksi glutamik asit

Hepatit Be antijeni

Hepatit B yiizey antijeni

K vitaminin hidrokinon gekli

Metil

Merkapto etanol

Nikotinamid adenin diniikleotidin indirgenmig sekli
Nikotinamid adenin diniikleotid(fosfat)in indirgenmis sekli
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PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

PIVKA K vitamini yoklugunda meydana gelen protein
PIVKA-II K vitamini yoklugunda meydana gelen protrombin
PPP Trombositten fakir plazma

PT Protrombin zamani

SDS Sodyum dodesil siilfat

TEMED N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamin

TT Trombin zamam

VIII:C Pihtilagabilen faktr VIII

VIII:Ag Faktor VIII-Antijeni

VWF "von Willebrandt" faktorii
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