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OZET o

1916’da bulunan heparin elde edilen kaynaklara ilaveten , deniz hayvanlan iizerinde
sirh galigmalar yapilmigtir. Bunlar arasinda deniz salyangozundan raparin adli madde
1991 yilinda izole edilmigtir. Bu c¢aligmada raparin’in Sephadex G kolonundan
fraksiyonlanmasi yapilmigtir. Degisik tekniklerle elde edilen raparin’lerden iki fraksiyon
elde edilmis ve bu fraksiyonlarin metakromatik, rekalsifikasyon, heptest ve hepaclot
testleri ile incelenmesi yapilmigtir. Metakromaziyi yalnizca raparin RHs, fraksiyon I'in
Azur A ve Toluidin mavisiyle gosterdigi tesbit edilmigtir. Metilen mavisiyle higbir raparin
ve onun fraksiyonu metakromazi vermemistir. Bunun yaninda rekalsifikasyon testinde
biitiin fraksiyonlar aktivite g&stermiglerdir. Rekalsifikasyon deneylerinde en yiiksek
aktivite raparin RKL,,, fraksiyon I’e aittir. Heptest’le biitiin raparin ve fraksiyonlarinn
aktivite gosterdigi tesbit edilmistir. Hepaclot deneyine sadece raparin RHP, , fraksiyon II
cevap vermistir.



SUMMARY

Heparin was first isolated at 1916, from some land animal sources. Later some
studies for this purpose were carried on sea animals. The most recent substance raparin
was isolated from a marine animal, namely Rapana venosa in 1991. In this study; raparin
was extracted by three different techniques from hepatopankreas part of Rapana venosa
and these were fractionated through Sephadex G 50 column and two fractions were
obtained from each. On these fractions recalcification time, heptest, hepaclot test and
metachromatic activity assay studies were carried and only fraction I of raparin (RHjsqg)
showed metachromatic activity with the dyes Azur A and Toluidine Blue but non of the
raparins and their fractions showed any activity with Methylene Blue. However every
fractions showed activity in recalcification time assay and fraction I of raparin (RKL;q)
showed the greatest activity in this assay. According to heptest results all fractions
showed activity but only fraction II of raparin (RHP;() showed activity with hepaclot
test.
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GIRIS ve AMAC

1916 yilindan buyana degisik hayvanlarin karaciger, akciger ve barsaklarindan
heparin elde edilmig, bunlar daha sonra fraksiyone edilmis ve bu sekilde tedavide degisik
heparinler kullanilmigtir. Koagiilasyon mekanizmasi , degisik etkilere sahip olan
heparin’in tedavide kullaniligt fraksiyon aktivitelerine bagli olarak ayarlanmaktadir.
Heparin molekiil yapisinda 4000-20000 arasinda degigen farkli maddeleri icermektedir.
Deniz hayvanlarindan elde edilen heparinoid ise iki Cucumber sinifina aittir. Deniz
salyangozundan elde edilen heparinoid {izerinde ise fraksiyonlama yapilmamigtir. Bu
caligmada deniz salyangozundan elde edilen raparin fraksiyone edilmig ve elde edilen
fraksiyonlarm IR ve UV spektrumlar: ¢izdirilmis, rekalsifikasyon deneyleri, metakromazi
deneyleri , heptest ve hepaclot testleri yapilarak farkliliklar saptanmugtir.



1. KURAMSAL KISIM

1.1. Mukopolisakkaritler

Mukopolisakkaritler ¢ok defa mukoid maddeler olarak adlandimlan bir grup
bilegiklerin bir kismu olarak siniflandirilmmglardir. Bu bilesiklerin 6zelliklerini igeren
kimyasal bilgi o kadar siirhdir ki sayisiz isimlendirme yapilmigtir ve bunlardan hicbirisi
genellikle kabul edilmemigtir. Cizelge 1.A mukoid bilegiklerin bazilarinin genel
Ozelliklerini belirtmektedir.

Cizelge 1.A. Mukoid bilegiklerin bazilarinin genel dzellikleri

% karbohidrat Isimler Ornekler

0 Protein Insiilin

15 Glikoprotein, Protein Albtiminler, Globiilinler

10-85 Mukoproteinler Uriner mukoproteinler, kros-
mukoid kan grubu bilesikleri

65-100 Mukopolisakkaritler Hyaluronik asit, Kontroitin
siilfat, Chitin, Heparin

100 Polisakkaritler Seliiloz, Hemiseliiloz

Genelde mukopolisakkaritler igerdikleri polisakkaritler olarak tarif edilirler. Bag dokusu
biyokimyas: asafida belirtildigi sekildedir.

-Kollagen ve lifli proteinler

-Baglanma dokulan

-Polisakkaritler, Mukopolisakkaritler, Mukolipidler, vs.

-Viriis enzimleri

-Amino gekerleri

-Mukoid bilegikler

-Bag dokularinin fizyolojisi

-Bag dokularinin hastaliklan

-Kan grubu maddeleri

Hekzozamin proteinlere baghdur, fakat basit tekniklerle proteinden ayrilabilirler. Bu tarife
gore belirli bakteriel ve fungal polisakkaritler hayvansal kaynaklardan izole edilenlere
ilaveten mukopolisakkaritleri diiglindiirebilir. Karbohidrat ve/veya amino asit igeren
yalmzca yiiksek molekiil agirlikll bilesikleri ifade ederler. Bilesikler amino asit ve
karbohidrat’in rélatif miktarlarina gére simiflandinlirlar. Ancak kesin belirleme ¢izgilerinin
olmamasim vurgulamak gerekir (71).
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Muko kelimesi “mukus” dan alinmigtir. Bu grup maddeler metakromatik metod ile
dokuda tesbit edilmigtir. Bunlar yapilarinda siilfat grubu veya asetat grubu igeren
polisakkaritlerdir. Polisakkaritin monomeri glukuronik asit ve glukoz amindir. Siilfat
grubu hidroksil ile esterlegsmis veya glukozaminin amino grubuna siilfonik asit seklinde
baglanmgtir. '

Biyolojik rolii biiyiik olan polisakkaritlerdir. Mukopolisakkaritler hayvani menseli
hekzozamin havi polisakkaritler olarak tammlanirlar. Bunlar saf veya proteine baglh olarak
bulunurlar (77).  Bu kelimenin baginda bulunan muko eki mukus maddeleri ile ilgili
goriilerek polisakkarit kelimesine eklenmigtir. Mukopolisakkaritler i¢in glikozamin (77) ,
ayrica uronik asit ve siilfat grubunun biinyede bulunmamasinin sart olmadig: ifade
edilmigtir. Bugiin mukopolisakkarit deyimi;

a) Protein polisakkarit

'b) Lipid-polisakkarit kompleksleri i¢in kullamlir ve burada daha gok glikoprotein
(glikopeptid) ve glikolipid deyimi kabul edilir. Buna rafmen uronik asit ve hekzozamin
havi heteroglikanlar (iki veya daha fazla monosakkarit iiniteden meydana gelen
polisakkarite verilen isim) i¢in mukopolisakkarit deyiminin kullanilmasinda temayiil
fazladir. Heparin’in dahil oldugu asidik mukopolisakkarit grubuna, hyaluronik asit,
kontroitin siilfat, kitin, keratosiilfat, heparitin siilfat dahildir.

Siilfat grubu icerenlerden heparinler, asetat grubu icerenlerden kontroitin siilfat
vardir. Bunlar arasinda en 6nemli yeri heparin tegkil eder. Heparin Amerika’da Howell’in
fizyoloji laboratuvarinda tip 6grencisi olan Mc Lean tarafindan 1916 yilinda izole edilmig
ve antikoagiilan aktivitesi tesbit edilmigtir (62 ).

Mukopolisakkaritler dogal ve yapay olarak ikiye aynlirlar. Dogal grup igerisinde
heparin bulunur. Heparinoid ad: verilen (heparin like substances) heparin’e benzer
maddeler grubu igerisinde ise dogal olarak raparin ve yapay olarakda monosakkarit
stilfatlan vardir.

Buna ilaveten dogal maddelerden olan alg polisakkritlerinden heparin’e benzer
sekilde antikoagiilan aktivite gosteren galakton siilfatlar vardir. Bunun yaninda birgok
madde bu gruptan olarak izole edilmigtir (33).

- Dogal mukopolisakkaritleri iki gruba ay1rabiliriz;
~a) Heparin

b) Heparinoidler

1.2. Heparin hakkinda genel bilgiler

Heparinin elde edilmesi 1928 yilina kadar degisik uygulamalarla yiiriitiilmiis ve
takipeden senelerde Jorpes, Fisher ve Scott tarafindan birgok modifikasyonlar yapilmugtir,
Yeni tarihlerde de heparin’in tek madde olmadig, bir kanigim oldugu ve farkli molekiil
tartih polisakkaritler bilesiminden olustugu tesbit edilmigtir. Bunun sonucu olarak molekiil
tartis1 40000 civarinda bulunmugtur. Bu kangimin degisik uygulamalarla; etanol ile
¢oktiirme, fraksiyonlama, depolimerizasyon ile (benzilasyonu takiben alkali
depolimerizasyon, nitroz asitle depolimerizasyon, peroksidatif depolimerizasyon ,
enzimatik depolimerizasyon (heparinaz ile) exhoustive nitroz asit ile depolimerizasyon,
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izoamil nitrat depolimerizasyonu) farkhh molekiiltartili heparinler aynlmigtir. Heparin
ayrica Sephadex G kolonundan fraksiyonlandinlmigtir. Bunun sonucu olarak farkli
fraksiyonlar ilk yapilan cahsmalarda bulunmug ve fraksiyonlar tesbit edilmigtir.

3410, 3800, 4900, 5500, 6221, 6400, 6511, 7322, 12500 ve 15000 molekiil tartila
heparinler elde edilmigtir. Genelde molekiil tartis1 7500’{in iistiinde olanlara yiiksek
molekiil tartitli (HMW) ve 2500’{in altinda olanlara diigiik molekiil tarzli (LMW) heparin
ad1 verilmektedir. Biitiin bu ayirmalara ragmen degisik firmalarin hazirladig: heparin’lerin
iginde farkl molekiil agirliginda heparin’lerin bulundugu saptanmigtir. Bu gekilde aynlan
heparin’lerin farkl etkilere sahip oldugu tesbit edilmigtir. Diigiik molekiil tartili heparin
Heptest’te heparin’e nazaran daha iyi sonug verdigi goriilmiigtiir. Diigiik molekiil tartili
heparin’in Anti-Xa etkisinin heparin’den yiiksek oldufu saptanmugtir.

Heparin’in yapis: tetrasakkarit iinitine bagh olarak;

Polipeptid
Galaktoz - Galaktoz - Ksiloz - Serin/
Polipeptid
seklindedir. Yapida goriildiigti gibi elde etme metodundan gelen proteinin yaninda
molekiile bagl polipeptid yapilart mevcuttur. Her ne kadar tripsin ile fermentasyon (triptik
fermentasyon) yapilmasina ragmen ticari heparinler igerisinden proteinin
uzaklastinlamadig bilinmektedir (34).

Heparin’in biyolojik tayininde;

a) Pihulagsma zamam (Howell time)

b) Protrombin zamam

¢) Trombin zamam

d) EEZ

e) Heptest

f) Hepaclot

g) Anti-Xa yo6ntemleri kullamlmaktadar.

Heparin koyun, siir, domuz ve kdpek dokularindan elde edilir. Ik defa Mc Lean
tarafindan izole edilmigtir (62).

1.2.1. Elde edilisi

Heparin ilk defa karacigerden izole edildikten (39) sonra, degisik doku ve sivilardan
da elde edilmigtir (84). Bugiin heparin’in mast hiicrelerinde bulundugu goriigii kabul
edilmektedir. Mukopolisakkarit yapisinda olan heparin heksozamin igerir. Heparin normal
sartlarda organizmada serbest halde bulunmayip bir proteine baghdir. Bu nedenle elde
edilmesinde proteinden ayirmak igin degisik teknikler kullamlmgtir. Ilk olarak kurutulup,
ufalanmg képek karaciferi metanolle kaynatilmig, sonra serum fizyolojikle ekstre edilip
aseton ile ¢oktiiriilmiigtiir. Ortamdaki glikojenler, takadiastas ile yapilan dijestiyonla,
protein ise kalsiyum kloriir ile berteraf edilmistir (39). Daha sonra heparin elde
edilmesinde, proteinin uzaklastinlmas: icin asetik asit igindeki Lloyd reaktifi (aliiminyum
silikat) (40), 1s1 ve tripsin ile dijestiyon tavsiye edilmigtir (13).



Heparin’in saflagtirilmasi igin baryum kloriir (40), brusin (25), benzidin hidroklori?r
(14), piperidin n-pentilamin, izopentilamin (72), dodesilamin (64), dekametilendiamin
(55) ve dimetiltionin (3) kullanilmugtir. Benzidin tuzu yonteminde, ham heparin benzidin
ile tuz haline getirilerek ¢oktiiriiliir, siiziiliir, cokelti metanolle yikanir, sonra su ile
calkalanarak siispansiyon haline getirilir, {izerine amonyum hidroksit ilave edilip heparin
serbest hale gegirilir veya baryum asetat ile muamele edilip heparin baryum tuzuna gegilir
ve daha sonra heparin baryum tuzundan heparin sodyum tuzuna gegilerek saflagtirma
yapilir (14).

Heparin’in saflagtirilmas1 i¢in kromatografik yolda denenmigtir. Bunun i¢in
dietilaminoetilseliiloz (anyon degistirici) ile yapilan siitun kromatografisi ¢aligmasinda,
6nce 0.5 M sodyum kloriir sonra 1.2 M sodyum kloriirle yapilan eliisyon ile ele gecen
eliiata etanol ilavesi ile heparin ¢oktiiriilerek aynlir ve boylece baglangigta 110 IU/mg olan
heparin’in aktivitesi 165 IU/mg’a yiikseltilir (81).

Heparin’in endiistride elde edilmesinde sifir karacigeri veya akcigeri kullanilir.
Parcalanmig bu organlar dogrudan dogruya veya 24 saat otolize birakildiktan sonra ekstre
edilir. Ekstraksiyon igin amonyum siilfat ile doyurulmus N sodyum hidroksit ¢6zeltisi
kullamlir. Kanigim 50°C*de dikkatle bir saat 1silir. Bu temperatiirde koagiilasyon olmaz
ve heparin dokudan ekstre edilir. Bu kangim daha sonra 70°C’ye 1sitilir ve denatiire olan
protein ¢oker. Karisim sicakken siiziiliir, siiziintiiniin pH’s12-2.5 olacak sekilde derisik
siilfiirik asit ilave edilir. Coken kismn biiyiik miktar1 heparin’dir. Bakiye etanolde (%95)
20 saat siispansiyon halinde tutulur. Bu sekilde yagh kisimlar etanole geger. Alkol
aktarilarak ayrilir ve kalan kisim santrifiije edilerek ¢okelti alinir, suda ¢oziindiiriiliir ve
pH’s1 8’e ayarlamr. Uzerine tiripsinin sudaki ¢6zeltisi ile az miktarda ksilen ilave edilir.
36°C’de 36 saat enkiibasyona birakilir. Bu esnada her 12 saatte bir pH yeniden 8’e
ayarlanir. Dijestiyondan sonra kangima etanol ilave edilir ve vasat turnusola karg: hafif
asit reaksiyon gtsterene kadar hidroklorik asit ilave edilir. Bu ¢6zelti 24 saat bekletildikten
sonra siiziiliir, ¢6kelti alinir, 0.5 N sodyum hidroksitte ¢éziindiiriiliir ve 75°C’de 1sitilarak
tripsin tahrip edilir. Cékelti sogutulduktan sonra santrifiije edilir. Ustteki siv1 kistm ahinir,
tizerine iki misli aseton ilavesi ile heparin ¢oktiiriiliir. Saflagtinlmasi igin elde edilen ham
heparin, baryum kloriir ile pH 4.5’ta muamele edilir. Meydana gelen baryum heparinat
aynlir, sonra buradan sodyum karbonat ile sodyum heparinata gegilir. Bu iglemin bir ¢ok
kere tekrar1 ile mg’daki aktif heparin miktan arttnilir.

1.2.2. Fiziksel o0zellikleri

Beyaz veya hafif krem renginde, kokusuz, higroskopik, amorf bir tozdur. %1’lik
¢Ozeltisinin pH’s1 5.0-7.5 arasindadir (80). Pargomen membrandan dializ olmaz ancak
kollodyon membrandan ¢ok yavag dializ olur (67).

20 k suda, alkol, aseton ve glasiyal asetik asitte ¢oziiniir. Heparin uzun zaman
aktivitesini kaybetmeden saklanabilir (67).



1.2.3. Kimyasal ozellikleri
1.2.3.1. Yapisi

Heparin, ekimolekiiler miktarlarda glikozamin ve glukuronik asidin miinavebeli
olarak dizelenmesi ve o-1,4 glikozidik baglarla baglanarak meydana gelmis uzun zincirli
bir mukopolisakkarittir (83, 48).

Heparin’in o ve B olmak iizere iki formu vardir. B heparin sifir karacigerinden

heparin ekstraksiyonu esnasinda yan iiriin olarak elde edilir. Yapis1 f-D-glikozidik bagla
baglanmig ekimolekiiler miktarlarda uronik asit ve 2-asetamido-2-deoksi-D-galaktoz (N-
asetilkondrozamin) dur. Molekiil agirh: yaklagik 16000 dalton civarindadir. Ayrica her
tetrasakkarit {initesinde iki siilfat ester grubu igerir.

Bugiin kullanilan heparin o heparin’dir. Molekiil agirhifx yaklagik 15000 - 20000
dalton civanndadir. Yapisinda % olarak 22.9 C, 3.4 H, 1.9 N, 12.9 S igerir.

Yapisal farkliliklar, zincir uzunlufunun yam sira, siilfatlanma derecesine, siilfat
gruplarimin yerlerine, ester siilfat veya amin siilfat seklinde bulunmasina, asetil grubunun
mevcut olup olmamasina gore ortaya gikar (16).

1.2.3.2. Taninmasi

1.2.3.2.1. UV spektrumu

Heparin’in UV spektrumu bir ¢ok aragtirici tarafindan incelenmis olmasina ramen
bunlarin verdifi UV degerleri birbirlerini tutmamaktadir. Bunlarin bir kismina gore saf
heparin 230-300.0 nm’de absorpsiyon géstermez. Diger bir kisminin belirttifine gore de
265-292.0 nm arasinda maksimum ve 240-260.0 nm’de ise minimum absorpsiyon
gosterir (5). Bulgularin boyle geligkili olmasi heparin’in saf olmayigina baglanmus ve saf
heparin’in bu bolgede absorpsiyon géstermedigi belirtilmigtir. Daha sonraki ¢aligmalarda
heparin’in 205.0 nm’de uronik asidin karboksil gruplarindan dolayr maksimum
verebilecegi diisiiniilmiigtiir (76). Diger bir aragtirmaci da heparin’in UV spektrumu igin
190.0 nm’lere kadar inilmesi gerektifini belirtmigtir (51). Daha 6nceleri alinan UV
spektrumlarinin, ticari heparinlerde yiiksek ekstinksiyon gdstermesinin sebebi igerdiji
fenol muhtevasindan dolay: oldugu, kuru heparin sodyumdan hazirlanan sulu ¢6zeltilerde
bunun mevcut olmadif tesbit edilmigtir (52).

1.2.3.2.2. IR spektrumu

Heparin’in IR spektrumu incelenmig, fakat bu ¢alijmanin interpretasyonu
kaydedilmemigtir (11).Diger bir ¢aligmada ticari heparin’in IR spektrumunun 1600-1500
cm! arasinda yine bir mukopolisakkarit olan kondroitin siilfat ile mukayesesi yapilmgtir
(86).



1.2.3.2.3. Ka@it kromatografisi

Heparin, kagit kromatografisi ile, n-propanol : su (40 : 60) solvan sisteminde
siiriiklendikten sonra , reaktif olarak toluidin mavisi piiskiirtiilerek leke tesbiti yapilmg ve
mavi zeminde pembe renkte (Rf:0.57) teshis edilmigtir (63, 1)."0.04 N amonyum
formiyat : isopropanol (60 : 40) (65), propanol : formik asit : su (30 : 10 : 40) (4),
amonyum formiyat : metanol (45 : 55) (12), siiriikleyici kanigimlan kullamilmigtir.
Krorhatogmmda lekelerin teghisi azur A ve toluidin mavisi reaktifleri ile yapilmugtir.

1.2.3.2.4. Ince tabaka kromatografisi

Seliiloz ve Sephadex adsorbanlarinda mukopolisakkaritlerin ayrilmas1 yapilmagtir.

Seliiloz MN 300 adsorbam ile yapilan bir galigmada solvent sistemi olarak: 1)
amonyak : piridin : su (60 : 35 : 5), 2) Su, 3) butanol : asetik asit : su (3 :1 :1) kullanilmug
ve reaktif olarakta : 1) 10 mg Acridine Orange’in 10 ml sudaki ¢&zeltisi, 2) 10 mg
bromkrezol yesili’nin 10 ml sudaki ¢ozeltisi, 3) 5 mg azokarmin G’nin 10 ml sudaki
¢zeltisi piiskiirtiilmiigtiir. Neticede reaktif 1 ile 1 leke, reaktif 2 ile 2 leke ve reaktif 3 ile 3
leke elde edilmistir. Bu lekelerin renkleri ve Rf degerleri bir tablo halinde verilmigtir (35).

Sephadex jelinde, n-propanol : isopropanol : absolii etanol : 0.037 M sitrat tamponu
(pH 3.1) (1 : 4 : 2 : 13) kangim ile galisilmig ve tankin 3 saat doyurulmas: tavsiye
edilmigtir. Reaktif olarak toluidin mavisi kullanilmigtir. Heparin’in starttan itibaren plagin
yarisina kadar devam eden uzun bir leke halinde siiriiklendigi tesbit edilmigtir (7).

1.2.4. Farmakolojisi

Heparin’in kullanilisi nemli iki dzelliginden dolayidir. Bunlar antikoagiilan ve
lipolitik aktiviteleridir.

1.2.4.1. Antikoagiilan aktivitesi

Koagiilasyon mekanizmasinin kademeleri Sekil A’da verilmistir (24).

Bu diagram kompleks bir seri proteaz, zimojenler, aktivatorler, inhibitorler ve
kofaktorler a1 seklindedir. Bir ¢ok doniigiim ve yiikseltgeme iglemleri bu diagram
diizenler. Heparin ve komponentleri bu proteaz agin: ¢esitli bolgelerde modiile ederek
Faktor Xa ve IIa’nin inhibisyonuna sebep olurlar. Xa ve IIa’mn diginda heparin’in Faktor
XTI, Faktor X1 ve Faktor IX aktivasyonunu etkiledigi, kallikrein’in etkisini azalttif tesbit
edilmigtir.

Yapilan galigmalarda heparin’in tek bagina antikoagiilan etkisinin az oldugu fakat
antitrombin III gibi bir endojen koagiilasyon enzimi inhibitorii ile kompleks halinde
kullamldifinda Xa faktoriinii inhibe etme giiciiniin gok arttif1 tesbit edilmistir. Bu Sekil
B’de gematik olarak gosterilmigtir (68).
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Sekil 1.A. Koagiilasyon mekanizmasi

Son zamanlarda heparin’in endotelyel hiicre cidarlarnindan fibrinolitik prosesleri
arttiran doku plasminogen aktivatoriinii agiga cikardig1 bulunmugtur. Ayrica plazmada
antitrombin II’ten baska heparin ko-faktor II ad1 verilen bagka bir heparin ko-faktdr’ii
olduguna ve bununda antitrombin III'ten ayr olarak trombinin inhibisyonunda rol
oynadigina inamlmaktadir (24).

Pihtilagma faktorlerinin etkinligini veya sentezini bozarak bu olay1 inhibe eden ve
béylece kanin koagiilasyon yetenegini azaltan ilaglara antikoagiilan ilaglar denir. Ozellikle
vendz trombuslarinin olusmasim &nleyebilir. Arteriyel tromboza karg etkileri zayiftir.

Pihtilagma, pihtilagma faktorleri adi verilen ve gogu birer palzma proteini olan dogal
maddelerin kendi aralarinda belirli bir hiyerargik diizene gore etkilegmeleri sonucu olusan

“kompleks bir olaydir. Pihtilagma faktrlerinin baghicalan sunlardir(48);

- Fibrinojen (1)

- Protrombin ( II')

- Doku tromboplastini (IIT)



-Catt(1V) 9
- Labil fakt&r (akselerator, globulin) (V)

- Prokonvertin ( VII )

- Antihemofilik globulin ( VIIT )

- Christmas fakt6rii (Plazma tromboplastini 6gesi) (IX )

- Stuart faktorii (X))

- Plazma tromboplastini &nciisii ( XI )

- Hageman faktrii (Cam faktorii) ( XII)

- Yiiksek molekiil agirlikhi kininojen ( HMW - K, Fitzgerald faktrii )
- Prekalikrein ( Pre - K, Fletcher faktorii )

- Kalikrein (Ka )

Antitrombin III ve heparin

Lizin kaismi @ Heparin

Serin kismi Asid kism.
Faktor X
(Aktif)
Arginin kisma
Antitrombin III'in aktivasyonu . Faktor Xa'nm inaktivasyonu

\\' Heparin

Antitrombin III-Heparin kompleksi Antitrombin III—Hepa:c':i.n-Xa kompleksi

Sekil 1.B. Heparin-Antitrombin III-Faktér Xa etkilesmesi
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1.2.4.2. Lipolitik aktivitesi

Heparin yemekten sonra goriilen hiperlipemi sonucu plazmada meydana gelen
bulamklift azaltir. Bu etkiye lipemiyi berraklagtiric: etki (lipemia clearing factor) denir.
Heparin in vitro olarak plazmaya ilave edilirse berraklagtirma yapmaz. Fakat lipemik
plazma , heparin enjekte edilmig bir hayvandan alinan plazmaya ilave edilirse berraklagma
goriiliir. Gergekte berraklastirma trigliseridlerin hidrolizini yapan ve heparin tarafindan
serbest hale gegirilen bir lipaz’a (lipoprotein lipaz) aittir.

Plazma trigliseridleri proteinler ile birlegik halde bulunur. Enzim tarafindan tedricen
aynlan yag plazmada goriiliir. Muhtemelen yiiksek molekiillii ve diigiik dansiteli -
lipoproteinler algak molekiil agirhikli ve yiiksek dansiteli o-lipoproteinlere doniisiir.
Heparin, berraklagtiric: faktorii serbest hale gegirir. Heparin’in burada etken enzim ile
substrat arasinda bir k&prii rolii oynadigi belirtilmigtir. Bu etki i¢in gerekli heparin miktart
cok diigiiktiir. Siganlarda 1 mg/kg, tavsanlarda 2mg/kg dan kiiciiktiir. Yalnz, bilyiik
dozda yiiksek aktivite goriiliirsede artan miktar ile etki artig1 orantili degildir.

Yukanda belirtildigi gibi heparin’in lipolitik aktivitesi dolayl olarak meydana gelir.
Bu lipoprotein lipaz ad1 verilen bir enzimin degarji (29) yaninda ayrica degisik enzimlerin
plazmaya gectifi bildirilmigtir (56, 57). Diger bir ¢aligmada heparin’in algak dozda
enjeksiyonundan sonra heterojen ve kompleks enzimlerin lipolitik aktivite gosterdigi
bildirilmigtir. Lipolitik aktivitede bir veya bir gok enzimin rol oynadif kabul edilir. Buna
gore insan post heparin plazmas: lipolitik aktiviteye sahiptir ve aym yag asitlerinin mono
ve tri gliseridlerine karg1 degisik 6zellikler gosterirler. Monogliserid lipolizi, trigliserid
lipolizden 6 defa daha hizlidir, ayrica bu protamin siilfat veya N sodyum kloriir
inhibisyonuna daha az hassastir.

Heparin’le kalp homojenati fraksiyonlarinin in vitro gartlarda enkiibasyonunda
lipoprotein lipaz’in arttif tesbit edilmigtir (27). Bununla beraber plazmanin esterolitik
aktivitesini lipolitik aktiviteden ayn olarak diigiinmek gerekir. Lipolitik aktivite tayini
hayvanlar iizerinde yapilir. Bunun igin tavsan veya fareler kullanilir. Heparin
enjeksiyonundan sonra sitrat tamponu igeren bir tiibe alinan kan santrifiije edilir, plazma
aynilir. Plazma iizerine fosfat tamponu ve %1 konsantrasyonunda substrat (bir yag
emiilsiyonu) ilave edilir ve hemen numune alinarak 1 saat 37°C’de enkiibasyona birakalir.
Tekrar numune alinir. Bu, nce ve sonra alinan numunelerde serbest yag asitleri miktan
tayin edilir. Bu serbest yag asitlerinin miktan, titrimetrik yontemlerle (19, 28), optik
dansiteye dayanan yontemlerle (2) ve kolorimetrik ydntemlerle (20, 53) tayin edilebilir.

1.2.4.3. Kullanmilma yerleri

Heparin ve oral antikoagiilanlarin kullanilma yerleri sunlardir :
- Derin ven trombozu,

- Romatizmal kalp kapakgig hastaliklan,

- Miyokard infarktusu,
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- Kalp ile ilgili diger durumlar,

- Serebrovaskiiler hastahiklar,

- Periferik arter hastaliklari,

- Gebelik,

- Diger durumlar : Kalp ve damar iizerindeki cerrahi girigimler sirasinda ve organ
transplantasyonu ameliyatlar1 yapilirken heparin ile antikoagiilasyon yapilir ve yeterli bir
siire devam ettirilir (48).

1.2.5. Heparin'in fraksiyonlandiriimasi
1.2.5.1.Fraksiyonlu ¢6ktiirme

Heparini ¢oktiirme ile fraksiyonlandirmak i¢in degigik yontemler kullamlmagtir.
Bunlardan biri etanol ve dioksanla ¢oktiirmedir (58). Etanolle yapilan ¢oktiirmede 15 g
heparin 450 g distile suda ¢bziindiiriiliir ve 4°C'ye sogutulur, bu ¢bzeltiye ilk ¢okme
meydana gelinceye kadar aym temperatiirdeki mutlak alkol ilave edilir. Bu ¢okelti yavagca
kangtrilir ve bir gece bekletilir, daha sonra iistteki stv1 kisim aktarilarak aynilir. Yapilan
hesaplamalarda ilk gokmenin %30 v/v etanolle meydana geldigi bulunmustur. Daha sonra
alkol miktar1 %35'lik basamaklar halinde arttinlarak difer fraksiyonlarda ayr ayri
goktiiriiliir ve liyofilize edilir. Bu yontemle 8 fraksiyon elde edilmistir. Bunlarin molekiil
agirliklari, ana heparine gore % oranlar, azot, kiikiirt yiizdeleri ve antikoagiilan
aktiviteleri tayin edilmigtir.

1.2.5.2. Jel kromatografisi

Raparin'in fraksiyonlandirilmasinda heparin'in fraksiyonlandirma y&ntemlerinden
faydalamlmgtir. Heparin'in molekiil agrhiklari farkh molekiillerden olugmast nedeni ile jel
filtrasyonu metodu ile molekiil agirliklar farkli fraksiyonlara aynlmugtir. Raparin‘in de jel
kromatografisi ile fraksiyonlarmna ayrilabilecegi diisiiniilmiis ve bu diisiinceyle muhtelif
adsorbanlar kullamlarak fraksiyonlandirma yapilmugtir.

Yontemin esasi, ayrilacak karigimdaki maddelerin, bir cam boruya doldurulmug ¢ok
ince partikiiller halindeki bir adsorbana karg: farkli adsorpsiyon degismezlerine sahip
olmalarina dayanir. Cam borudaki adsorbana stasyoner faz, ayrilmak {izere siituna konan
maddeler karigimim igeren ¢dzeltiye solut, solutun siitun iginde ilerleyip adsorbe ve
desorbe olmasim saglayan taze ¢ziiciiye de mobil faz ad1 verilir. Siitun boyunca gelen
taze solventin (mobil faz) etkisi ile adsorpsiyon ve desorpsiyon devam eder ve solut,
derece derece agaffi dogru yer alan bandlar meydana getirir. Soluttaki maddelerin
adsorpsiyon defismezleri arasindaki fark ve siitunun uzunlugu yeterli ise, daha hizh
hareket eden yani daha az adsorplanan madde, digerlerinin 6niine geger ve nihayet alttan
siitunu terkeder. Maddelere ait fraksiyonlar ayn ayn siitundan ahinir.
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Eger solutun igerdigi maddeler renkli ise, bunlar siitunda renkli bandlar halinde
goriiliir; renkli olmamalarina rafmen floresans 6zellige sahip iseler UV 1gikla goriiniir
duruma getirilebilirler.

Siitun kromatografisinde genellikle maddelerin ayn fraksiyonlar halinde siitundan
ahinarak degerlendirilmeleri yontemi kullanilir.

Kromatografi siitununda kullanilacak adsorbanin iyi bir ayinim yapabilmesi igin;

Yiiksek fakat segimli bir adsorpsiyon giiciine sahip olmasi,

Yiizey alaninin biiyiik olmas,

Her birim afirhginin yiiksek bir yiizey alanina sahip olabilmesi i¢in ince pargalara
boliinmiig olmas1 gerekir (21).

Adsorban olarak en ¢ok 1,6-a-D-glikozido-glikoz polimeri olan dekstran'in
modifiye sekli olan Sephadex kullanilmaktadir. Dekstran molekiilleri, polisakkarit
zincirleri ile {i¢ boyutlu bir sebeke verecek sekilde gapraz baglanmiglardir. Fazla hidroksil
gruplar sebebiyle Sephadex kuvvetli hidrofilik karakterdedir ve taneleri suda, elektrolit
cOzeltilerinde siserler. Bu sigsme esnasinda bagladiklar1 su miktar1 muhtelif Sephadex
tiplerinde farkildir, bunun neticesi olarak her Sephadex tipinin, molekiil afirhiklarina gére
fraksiyonlandirma sahalar1 farkliliklar gésterir. Caligmalarda en miihim nokta bu
bakimdan uygun Sephadex'i segmektir.

"G" serisi Sephadex'ler gunlardir; G-10, G-15, G-25, G-50, G-75, G-100, G-150
ve G-200. Su tutma kapasiteleri G sayilarinin onda birine egittir. Her tipin ¢ok ince, ince,
orta ve kaba taneli olanlar1 vardir. Cok ince taneliler gok hassas analitik ¢aligmalarda ve
ince tabaka kromatografisinde kullanilir, bunlardan eliiamin akig hizi ¢ok yavagtir. Tane
biiyiiklii§ii arttikga ayirmada hassasiyetin azalmasina mukabil, akig hiz1 artar. Kaba
taneliler preparatif iglemlerde kullanihr, ayirmadaki siirat mahsurunu telafi eder.

"G" serisi Sephadex'ler sudan bagka, dimetilsiilfoksit, formaldehid ve glikol ile de
siserler. Fakat tuttuklan su miktari, solvent miktarina egit degildir. Sephadex G-10 ve G-
15 aynica dimetil formamid'de de sigerler (74).

Flodin'e (26) gore jel filtrasyonu su faktorlere dayanir: bir maddenin eliisyon hacmi
onun molekiil agirlifina tabi olup maddenin konsantrasyonuna ve solvanin akig hizina kati
surette bagli degildir (konsantrasyon, solvamn konsantrasyonundan fazla ise durum
degisiktir.).

Bir madde jel fazinda kendisine tayin edilen zamandan daha fazla kaliyorsa (bu
zaman solvanda diffussion dengesine gore tayin edilir) jel fazindaki bazi kuvvetlerin. tesiri
altinda kaliyor demektir. Bu kuvvetler sunlar olabilir; a) Kolondaki elektrik yiiklii kisimda
iyonlar arasindaki Couloub hadisesi (ion exclance), b) Biitiin jel faz1 ile kati madde
arasindaki Van der Waals baglari, c¢) Jeli yapan yiiksek molekiil afirlikli maddelerin
adsorpsiyonu (74).

Sephadex G-200 kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, domuz mukozasindan elde
edilen heparin 50 mg/ml olacak sekilde 45x2.5 cm'lik kolona tatbik edilmis ve 9 k 0.12 M
sodyum kloriir + 1 k %0.05 sodyum azid igeren 0.12 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.4)
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ile akig hacmi 11.55 ml/saat olacak sekilde S'er ml'lik porsiyonlar halinde toplanmigtir
37).

Bagka bir galigmada da Sephadex G-200 ve G-100 siitunu kullamlarak beg fraksiyon
elde edilmigtir (66, 18). Sephadex G-100 ile yapilan bir bagka ¢aligmada 3 g heparin'in 10
ml 0.2 M sodyum kloriirdeki ¢zeltisi 90 x 5 cm'lik kolona tatbik edilmig ve 0.2 M
sodyum kloriirle eliisyon hiz1 60 ml/saat olacak sekilde 15'er mI'lik porsiyonlar halinde
eliie edilmigtir (54).

Sephadex G-75 kullanilarak yapilan bir ¢aligmada ise eliian olarak 3N ve 1.5 N
sodyum kloriir kullamlmzg ve 4 fraksiyon elde edilmigtir (15).

Sephadex G-50 medium grade kullamlan bir dier ¢aligmada ise 45x2.5 cm kolon
kullanilmig ve distile su ile 36 ml/saat hizla eliie edilmigtir. Eliiatlar 1'er ml olarak
toplanmug ve her eliiattan 50 ml alinip 3 ml %0.0025 toluidin mavisi ¢ozeltisi ile
kanigtirlarak 500.0 nm'de transmitansi1 Olgiilerek yapilan degerlendirme sonucu 4
fraksiyon elde edilmigtir (30).

1.2.6. Miktar tayini

1.2.6.1. Metakromatik tayin

Metakromazi kelime anlami olarak yer defistirme demektir. Metakromazi
absorpsiyon maksimununun daha algak dalga boylarina kaymasi, absorbansinin azalmasi
seklinde ilk olarak Lison (59) tarafindan tanimlanmugtir. Metakromazi gésteren maddelere
kromotrop maddeler denir. Kromotropik maddeler genel olarak biyolojik mengeli ,
yiiksek molekiillii polianyonlardir.

Metakromazi iizerinde ortamin pH'simin da etkili oldugu, pH'min artmasiyla
metakromatik indeksin arttif1 bildirilmigtir (82). Metakromazi gosteren boyalar Beer
yasasina uymazlar. Metakromazide makromolekiillerin mevcut olmasi veya olmamas:
degil yalmz boya-boya intramolekiiler birlesmesi bahis konusudur. Normal metakromatik
boyalar (metilen mavisi, toluidin mavisi), fibrin, jelatin, doku ve hiicre ile karigtirilirsa
ortakromatik renk goriiliir (78). Yalniz metakromazinin degisik maddeler ile ortaya
cikmasi, bu tayinin heparin i¢in spesifik olmadifin1 gosterir. Bu tayinde, belli oranda
sodyum kloriir ve metanol ilave edilmesi metakromaziyi bozmaz. Fakat %5 sodyum
kloriir, %20 alkol ilave edilmesi veya 1s1 artmas1 metakromaziyi bozar. Metakromaziye
dayanan 6lgme pH 9'dan agagida sodyum kloriirlii vasatta yapilir. Dokuda yapilan tayinde
ayrica meydana gelen renk kirmizi ve erguvani arasinda degisir. Buna o, B, v tip
metakromazi denir. Boyanin cinsine gore renk defismeleri asagidaki sekilde meydana
gelir:
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Bismark kahverengisi ile portakal rengi sariya

Azur A ile mavi kirmiziya

Parlak krezil mavisi ile mavi erguvani renge

Brom krezol mavisi ile mavi erguvani renge

Krezil viole ile mavi erguvani renge

Nil mavisi siilfat ile yesil mavi kirmizi maviye

Notral kirmzi (pH 6-7) ile kirmizi portakal rengine
doniigiir. Bazik fuksin, kirmiz1 renkte defigsme gosterir. Pyronin, akriflavin ise
fluoresansim1 kaybeder (89)

Cok diisiik konsantrasyondaki mukopolisakkarit, bir ¢ok boya molekiillerinin
sekonder baglar (hidrojen baglan) ile birbirine baglanmasina imkan verir. Béylece polimer
tesekkiil eder ve yeni renk meydana gelir. Alkol ve aseton sekonder baglan kaldirir ve
yliksek degerli anorganik iyonlar baslangic bilegiginin tegekkiiliine sebep olan primer
degerli baglar ile interfere olur (89). Dializ ile alkol kaldirthrsa metakromazi tekrar ortaya
cikar. Boya-heparin bilesifi suda gii¢, eter ve kloroformda ise kolay ¢oziiniir. Suda
iyonize olur ve mevcut difer katyon ve anyonlarla denge halinde bulunur. Jaques
metakromaziye dayanan tayini Azur A ile gelistirmigtir (42). 80-90°C'de 1sitma
metakromatik rengi tahrip eder. Metakromatik tayin ilk olarak Maclntosh tarafindan
toluidin mavisi ile yapilmus ve heparin potensi tesbit edilmigtir. Bu tayinde heparin’le
muameleden sonra vasatta kalan boyanin tesbitini yaparak heparin miktar tayini yapilmgtir
(61). Bunu takiben yapilan ¢aligmalarda de§isik boyalar kullanilmigstir. Bunlar arasinda
degisik Azurlar, metilen mavisi, nil mavisi, gece mavisi, gibi boyalar kullanilmigtir.

Metakromazide kullanilmig ve pozitif reaksiyon alinmig boyalar (59); Parafuksin,
Violet d’'Hoffmann (Dahlia), Violet de Methyle R, 2R, 4R, Anilin Blue, Victoria Blue R,
Victoria Blue B, Glacier Bleu, Setocyanine O, Cresyl Brillant Blue, Oxanine, Nouveau
Blue B, Nil Blue, Violet de Louth (Thionine), Toluidin Blue, Azur de Methylene A, B,
C, Blue de Methylene Nouveau, Rouge Nutre Extra, Violet Neutra Extra, Safranine T,
Indazin M, Blue Janus (Naphtindone BB), Vert Janus, Heliotrope au Tannin, Rose de
Magdala, Rouge d’acridine 3B.

Metilen mavisi 665.0 nm'de maksimum absorbans vermektedir. Fakat metilen
mavisi ve kondroitin siilfat kompleksi 570.0 nm'de maksimum absorbans vererek
metakromazi gosterir (47). Yine bagka bir ¢aligmada niikleik asitlerin toluidin mavisi ile
metakromazi verdigi bulunmustur (85). Insanlara, kopeklere, tavsanlara ve koyunlara
heparin injekte edilmis ve direkt olarak veya benzidin'le ¢oktiiriildiikten sonra idrar da
metakromatik aktivite Slciilmiistiir (43).

1.2.6.2. Antikoagiilan aktiviteye dayanan tayinler
Antikoagiilan etkinin tayini yontemleri ¢ok giictiir. Bu tayinde degisik faktorler rol

oynar. Bu heparin’in siilfatlanma derecesine baglidir (8, 38). Burada kalsiyum miktarinin
diisiikliigdi, toluidin mavisi ve protamin mevcudiyeti inhibit6r rol oynarlar. Ayrica asit
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ortam (%11 asetik asit) heparin’in antikoagiilan aktivitesi azalir (87). Muhtelif
farmakopelerde heparin miktan antikoagiilan aktiviteye dayanarak iinite/mg veya ml olarak
verilmigtir. Bir heparin iinitesi 0°C’de 1 ml kedi kanminin pihtilagmasini énleyen heparin
miktaridir. USP iiniteyi 1 ml sitratlanmug koyun plazmasim1 %1°lik kalsiyum kloriir
¢Ozeltisi katilmasindan sonra bir saat boyunca pihtilagmaktan alikoyan miktar olarak
tanimlanir (80). Antikoagiilan aktiviteye dayanarak yapilan miktar tayinlerinde degisik
yontemler kullanilir.

1.2.6.2.1. Rekalsifikasyon zamani tayini

Heparin’in antikoagiilan aktivitesinin tayini i¢in kullamlan bir diger yontemde
rekalsifikasyon zamaninin tayinidir. Bu yéntemde 37°Clik su banyosunda, silikonlanmig
tiiplere heparin ¢ozeltisi, %0.9'luk sodyum kloriir ve koyun plazmasi konur, iizerine
0.025 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ilave edilerek aninda kronometre galigtirilir, kisa
araliklarla bir telle kangtinlarak ilk pihti tegekkiil ettigi an tayin edilir (31).

1.2.6.2.2. Heptest metodu

Heparin’in tek bagina antikoagiilan 6zelligi ok diigiiktiir ancak heparin’in ko-Faktsr
1 ad verilen antitrombin III ile antikoagiilan aktivitesi son derece artar ve aktif pithtilagma
faktorii Faktér Xa’y1 ve trombini inhibe eder. Bu inhibisyon ¢ok diigiik heparin
dozlarinda bile meydana gelir. Faktdr Xa’nin inhibisyonu zamana bagli olarak ortamdaki
heparin konsantarsyonu ile orantiidir. Bundan istifade ederek Faktor Xa’ya bagh Heptest
adh verilen miktar tayini yéntemi gelistirilmigtir.

Bu metod heparin tarafindan faktér Xa'nin inhibisyonu esasina dayanir. Heptest adi
verilen bu metoda gore, heparin miktan tayin edilecek plazmadan 0.1 ml tiipe alinir.
Uzerine 0.1 ml faktor Xa ilave edilerek 120 saniye 37°C'de su banyosunda inkiibe edilir.
Sonra bu karigima 0.1 ml Recalmix'in ilavesiyle pihtilagma siiresi tayin edilir. Elde edilen
bu pithtilagma zaman daha 6nceden standart heparinle elde edilmig standart egriye tatbik
edilerek plazma igindeki heparin U/ml cinsinden hesaplanir (88).

1.2.6.2.3. Hepaclot metodu

Metodun esast, AT III {izerinden heparin miktarinin saptanmasina dayanir." Bu
metoda gore test plazmasindan 50 p1 37°C'deki su banyosunda bekletilen tiiplere alinir.
Uzerlerine 50 M1 AT I ilave edilir. 60 saniye sonra 100 p1 fakiSr Xa, 90 saniye sonra da
substrat plazmadan 100 M1 konulur. 30 saniye sonra 100 41 0.025 M kalsiyum kloriir
ilave edilerek pihtilagma siireleri tayin edilir (46).
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1.2.6.2.4. Tam kan ydntemi

Koagiilasyon zaman tayini, parafinlenmis pyrex tiip iginde havasiz ortamda yapihr.
Her tiip 0.2 ml diliie heparin ¢ozeltisi ve cam boncuk igerir. 5 tiipe standart heparin diger
5 tiipe ise miktar tayini yapilacak heparin konur. Seyreltilmig heparin ¢ozeltisi birincide
10, ikincide 5 mg madde tagir. Kan alinir ve tiiplere konur. Okuma 2, 4, 8 ve 24’iincii
saatlerde yapilir. Cam boncuklarin ¢okme hizinin azalmasi koagiilasyonun bagladiim
gosterir. Koagiilasyonun baglangici ve sonu zaman olarak tesbit edilir (41).

Siilfatlanmmg tam kan yontemi antikoagiilan aktivite tayini i¢in kullanilmmgtir (10). Bu
yontemde heparin’in sudaki ¢zeltisi tam kam diliie etmede kullamlir. Béylece kan yiiksek
konsantrasyonda tuz ile koagiile olmaz sekle getirilir. Taze alinmug Skiiz kan1 hacminin
1/2’si oraminda %7 anhidr sodyum siilfat iceren ¢ozelti ile kangtirilir. Bu karigim 49C’de
3-4 hafta saklanabilir. Koagiilasyon zamaninin kisaltiimasi igin asetonda kurutulmug 8kiiz
beyni ilave edilir. Deney oda temperatiiriinde yapilir

Deney: Standart preparatin 1.28, 1.6, 2.0 IU/ml olmak fizere sudaki tic cozeltisi
hazirlanir, Her ¢6zeltiden 1 ml alimip, 6 test tiibiine konur, iizerine 0.2 ml trombokinaz
ilave edilir. Daha sonra bu karnigima 1 ml siilfatlanmig kan ilave edilir ve dikkatle alt iist
edilir (bu kangtrmada hava kabarcifinin karigmamasina dikkat edilmelidir). Her tiipte bu
ilaveden 15 saniye sonra.ilk piht1 tegekkiiliine kadar gecen siire dlgiiliir. Bu yontemin ¢ok
basit oldugu ve kisa siirede tayine imkan verdigi belirtilmistir.

1.2.6.2.5. Trombin ydntemleri

Bu yontem, ilk olarak taze alinmug veya oksalath 6kiiz tam kamn {izerinde denenmigtir
(44). Daha sonra Kjems ve Wagner oksalath plazma iizerinde ¢aligmiglar, bunun icin
degisik miktarda heparin’e (2.5 IU/ml igeren g6zeltiden 0.04-0.1 ml) 1 ml oksalath Skiiz
plazmas: ve belli miktar trombin ilave etmigler ve koagiilasyon zamanini 20 saniyeden 60
saniyeye kadar tayin etmiglerdir (49).

Trombin ydnteminin geligtirilmig sekli sitratl 6kiiz plazmas: ile yapilmigtir. Bu
yontemin tatbik ediligi agafidaki sekildedir (75).

Okiiz kam sitrat ilave edilmig tiibe alinr, santrifiije edilir, plazma aynlir. Uzerine
seyreltilmig trombin ilave edilir. Sonra trombin zamam tayini i¢in, 0.2 ml heparin iizerine
damlatihir ve plazma ilavesinden sonra platin ifne daldinlir, hareket ettirilir ve pthtt
goriildiigii an tesbit edilir. Sifir noktas1 20 saniye olmahdir. Bu gekilde elde edilen kurbun
yalniz gikan kismi kullanilir. Plazma trombin yontemi igin bir ¢cok tenkitler yapilmig ve
neticenin %20 civarinda fazla ¢iktif bildirilmigtir (70).

Trombin ydnteminde son zamanlardaki deneylerde insan kam plazmasi kullamlmigtir
(36, 45).
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1.2.6.2.6.Plazma yontemi

Sodyum sitrat (%8) i¢eren bir kaba koyun kan1 alimir, hafif kangtrihip, santrifiije
edilir, plazma aynlir. Bunun iizerine kalsiyum kloriir ¢6zeltisi ilave edilip, dondurulur.
Gerektigi zaman 370C’de su banyosunda eritilerek kullanilir (80).

Referans heparin %0.9 sodyum kloriir ¢zeltisinde ¢6ziindiiriiliir, iizerine yukarida
belirtilen plazma ilave edilir. Burada heparin miktar1 1-1.5 USP iinitine tekabiil edecek
sekilde ayarlanir. Bu referansin %35 artan gekilde aritmetik bir dizi tiipler i¢inde hazirlanir.
Bunlarin izerine %1 kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ilave edilip derhal zaman kaydedilir, tiipler
kapatilip ii¢ defa yavagca alt iist edilir. Ayn1 islem ml’de 1 mg heparin igeren ¢6zeltinin
standart preparata uygun sekilde seyreltilmesini takiben yapilir. Kalsiyum kloriir
ilavesinden sonra bir saatlik siire i¢inde her tiipteki pihtilagma derecesi tayin edilir. Burada
0.25, 0.50 ve 0.75 olmak ilizere ii¢ derece alinir ve tam pintilagma “1” olarak
derecelendirilir. Bunu takiben verilen formiile gére (M) degeri hesaplanir. USP heparin
iinitinde mg da sodyum heparin potensi P= Antilog M’dir.

USP yonteminde kullanilan sitrath plazmaya diatome silikat reaktifi ilave edilerek
antikoagiilan aktiviteye dayanan bagka bir miktar tayini yéntemi de 6nerilmigtir (73).

1.3.Heparinoidler

Heparin’in elde edilme giicliigii nedeniyle sentetik ve yan sentetik, antikoagiilan
etkinlik gosteren ilaglarin yapilmasi i¢in aragtirmalara girigilmis ve ¢esitli heparinoid ilaglar
bulunmugstur. Heparinoidler genellikle, siilfatlanmig polisakkaridlerdir. Antikoagiilan
etkileri kismen, viicuttaki baglanma yerlerinden heparin ve heparin benzeri maddeleri
ag1ga cikarmalanna baghdir. Antikoagiilan etkilerine ilave olarak, lipemiyi berraklagtinci
etki de gosterirler. Toksik etkileri fazla oldugu igin heparin kadar sik kullamimazlar. En
¢cok denemis heparinoidler Paritol (aljinik asit siilfat) ve Treburon (pektin siilfat )’tir.
Birincinin anaflaktik sok ve ikincinin sag dokiilmesi yaptig1 bildirilmigtir.

Dekstran siilfat’lar, heparinoid ilaglar olarak klinikte denenmiglerdir. Yan-sentetik
baz1 glikozaminoglikan bilesikleri de heparin benzeri etki yaparlar (48).

Deniz hayvanlarindan heparinoid bir madde izolasyonu yapilmigtir. Elde edildigi
deniz canlis1 Cucumber (deniz hiyar1) sinifindan Stichopus Japonicus (SJAMP) ve
Halotluria Leucospilota (HLAMP)'dir (22,23,69).

Rapana venosa'dan ilk defa raparin ad: verilen bir heparinoid elde edilmigtir (32).

1.3.1. Rapana venosa ile ilgili genel bilgiler
1.3.1.1. Taksonomik durum

Mollusca filumunun Gastropoda klasisinin Muricidae familyasindan olan Rapana
venosa onceleri Rapana bezoar olarak isimlendirilmig, ancak daha sonra bu tiirlin tropikal
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form oldugu bu nedenle Karadeniz'de yasayan formun Rapana thomasiana oldugu ileri
siiriilmiigtiir. 1987 yilinda FAO tarafindan hazirlanan yayinda Karadeniz'de ve Marmara
Denizinde yayilig gésteren bu Gastropod Rapana venosa olarak tanimlanmigtir. Rapana
thomasiana halen kullamlan difer bir ad olarak da belirtilmektedir (79).

1.3.1.2. Tiiriin tanim

Viicud bas, ayak, sirtta i¢ organlar olmak {izere 3 kisimdan olugur.

Deniz salyangozunda kabuk tek pargal: olup i¢ organlar torbasinin geklini almigtir;
kabukta ilk kiviimin bulundugu yere tepe (apeks), son kivrimin nihayetlendigi agikliga
kabuk agz1, kabuk agzinin kenarina da dudak (labr) denir. Deniz salyangozu sifonlu
oldugundan labr da bir oluk seklinde uzayarak sifonun etrafim1 sarmugtir. Sifonlu ¢ikint1
orta boyda, genellikle genig ve kanali boydan boya agiktir.

Kabuk viicuda kolumella kasz ile baghdir. Ayagin sirt tarafindan ¢ikan bu kas son
kabuk kivriminin baglangicinda kolumellaya tesbit edilmigtir. Kabuk kas1 sayesinde, tiim
viicud kabugun igine cekilir. Bu vaziyette kabugun agzi, ayagin metapodium kismu
tizerine tegekkiil eder, keratinden yapilmis yuvarlagims: operkulum vasitasiyla kapatilir.

Agiz bagin 6n tarafinda, digar1 uzatilabilen bir hortum ucundadir. Agiz boslugunun
tavaninda iki yan ¢ene; boglugun zemininde, kikirdak parga ile desteklenmis kash bir dil
vardur. Dilin iizeri radula ile kaph olup, radula 3 disli ve uglan sivri veya ii¢genimsidir.
Ortadaki dig digerlerine nazaran daha iridir. Yemek borusu dar ve uzundur. Ancak ucu,
oval sekilde ve ig yiizeyi bir cok ince kivrimlarla kaph biiyiik bir kursaga acilir.

Kursagin yanlarindan bir ¢ift biiyiik tiikiiriik bezi uzanir. Kursagi, arkaya dogru
uzanan bir tiip izler. Mide "U" seklinde ve kismen hepatopankreas igine gomiilmiig
haldedir. Hepatopankreas i¢ organlar kitlesinin yukar1 kismini tamamen dolduracak kadar
biiyiik ve lopludur. Barsak oldukga dar bir koni seklinde olup, kisa ve diizdiir.

Solunum organlan ilkel olan ktenidiyumdur. Manto boglugunda yalniz bir
ktenidiyum bulunur. Kalp s6lomun &zel bir boliimii olan perikard ile ihata edilmigtir.

Bosaltm organlar, i¢ organlar kitlesinin dorsal tarafinda yer almaktadir. Duyu
organlan gozler, statosistler, koklama organlan ve osphradium’lardir. Koklama organlar
tentakiillerin iizerinde yer alan hiicre gruplan halindedir. Osphradium'lar bir eksenle
bunun iki yaninda sik bir sekilde siralanmug lamellerden miitegekkil olup ktenidiumlarin
diplerinde yer alirlar. Bunlar kimyasal duygu organlar: olup, solunum suyunu kontrol
ederler.

Derniz salyangozu ayn eseyli olup, i¢ organlan kitlesinin dorsal tarafinda yer alan,
dall1 bir tek gonad (testis veya ovaryum) ile bir gonoduckt (sperma veya yumurta kanali)
bulunur (17).

Deniz salyangozunda i¢ dollenme vardir. Yumurtalar parsémen gibi kapsiillerin
icinde bulunurlar. Her kapsiil ¢ok sayida yumurtadan bagka, gelisen embriyolara besin
6devi goren albuminli bir siv1 da igerir. Ekseriya kapsiil icindeki yumurtalarin bir kism
geligir, digerleri ise gelisen embriyolar tarafindan gida olarak kullanilir. Kapsiiller
ekseriya grup halinde taglara, yosunlara tesbit edilir. Geligme metamorfozludur.
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Geligmelerinde veliger larvas tesekkiil eder.

Boylari esas orijini olan iilkelerde 20 cm. ye kadar olabilen Rapana Karadeniz'de
12-13 cm. ye kadar ulagabilmektedir. Deniz salyangozu kabuk yapisi bakimindan agik
saridan -kahverenginin gesitli tonlanna kadar degisiklik gdsterir. Kabuk kalsiyum
karbonat'tan miitegekkil olup, deriden ifraz edilen salgilarla olusturulur (79, 60).

1.3.1.3. Tirin biyolojik ozellikleri

Rapana venosa'nin en énemli 6zelligi karnivor olmasidir. Hareketi cok agir olan bu
form midye ve istiridye gibi sesil formlarla beslenme durumundadir. Yapilan gozlemlerde
ergin bir bireyin giinde birka¢ midyeyi pargcaladif1 saptanmigtir. Bu nedenle Karadeniz
havzasindaki midye ve istiridye stoklan iizerinde olumsuz etkiler yaratmugtir.

Geligmesi metamorfozlu olup, larval evresi pelajikte geger. Uzun yagamh olan
larvalan su hareketleriyle genis mesafelere taginabilir. Bu nedenle Karadeniz'i istilas: kisa
zamanda gergeklesmigtir. Diigiik ve yiiksek sicakliktan etkilenmezler ve hatta su disinda
36 saat yagantilarim siirdiirebilirler. Tiiriin esas1 yayilig bolgesindeki tuzluluk %0.33-34
olmasma ragmen Karadeniz’deki diigiik tuzluluga (%0.17) dayanabilmekte ve hatta
tuzluluk derecesi ¢ok daha diigiik nehir agizlarina yakin bolgelerde bile rastlanmaktadir.

Karadeniz'deki interspesifik iligki tek yonlii olup, Rapana venosa'nin lehinedir.
Diger bir deisle esas yayilig alaninda tiir iizerinden beslenen deniz yildizlan
Karadeniz'de yoktur. Bu nedenle Karadeniz'de midyeler iizerinden rahatlikla beslenen
tiirii besin olarak kullanan baglica bir canh olmadifindan populasyon yogunlugu hizla
artrstir (79).

1.3.2. Raparin hakkinda genel bilgiler
1.3.2.1. Raparin'in elde edilisi

Raparin, Rapana venosa'nin hepatopankreas ve glande salivaire’sinden elde
edilmigtir. Kuizenga (50) ve Charles (13) tarafindan heparinin elde ediliginde kullamlan
tekniklerden yararlanilmigtir.

45 kg dondurulmus doku ezilir ve 16 litre distile su ile kangtinlir. Karigim 35°C'de
yarim saat bekletilir. Daha sonra oda temperatiiriinde 24 saat bekletilir. Koruyucu olarak
400 ml ksilen ilave edilir. Karigima 45 litre 0.75 N sodyum hidroksit ve 7.6 litre doymusg
amonyum siilfat ilave edilir ve kangtinlir. 55°C'de su banyosunda 2 saat bekletilir ve
temperatiir 80°C'ye yiikseltilir, bu sicaklikta yanim saat tutulur. Karigim sikilarak siiziiliir.
Posa kisim atilir. Siiziintiiniin pH's1 siilfiirik asit'le 2.5'a ayarlanir. Sanrifiije edilir, ¢6ken
kisim alinir ve ¢okelti yagindan kurtanlmak igin 3-4 defa alkolle yikanir, alkollii kistm
santrifiije edilerek aynlir. Cokelti 4 litre su ile kangtinlir ve 2 N sodyum hidroksit ile pH
8.5'a ayarlanir. 30 g tripsin eklenir. pH 8-8.5 civarinda sabit tutulur ve 38°C'de 60 saat
bekletilir. Kanigima hacminin iki kat1 kadar alkol ilave edilerek ¢oktiiriiliir ve santrifiije
edilir. Alkollii kisim aynlir ve dipte kalan posa kisim suyla kangtirihr. Bu karigim
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75°C'de 35-45 dakika tutulur. B&ylece proteinler ¢oktiiriilmiis olur. Su banyosundan
alinip iizerine aseton ilave edilerek heparinoid madde ¢oktiiriiliir (50).

1.3.2.2. Raparin'in tamimlanmasi
1.3.2.2.1. IR spektrumu

Potasyum bromiir tabletteki IR spektrumu alinmig ve 1625, 1400, 1175, 1020, 950
ve 850 cm™lerde pikler tesbit edilmigtir (32).

1.3.2.2.2. Ince tabaka kromatografisi

ITK analizlerinde adsorban olarak cellulose 300, ¢6ziicii sistemi olarak Amonyak
(%25)/Piridin/Su (60:35:5) karnigtmu ve reaktif olark Azur A ¢ozeltisi kullanilmugtir. Rg

degerleri hesaplanmg ve heparin ile mukayese edilmigtir (32).



2. DENEYSEL KISIM

2.A. Kullamilan maddeler

2.B.

Rapana venosa

Azur A

Metilen mavisi
Toluidin blue
Destran blue
Kalsiyum kloriir
Sodyum kloriir
Sephadex G-50
Sheep plazma
Insan plazmas:
Ksilen

Trypsin

Siilfiirik asit
Sodyum hidroksit
Amonyum siilfat
Aseton

Alkol

Petrol eteri
Heptest
Hepaclot
Heparin

Kullanilan aletler
Spektrofotometre (UV)

Spektrofotometre (IR)
Liyofilizat6r

pH metre

Kronometre

Hamilton Enjektor
Kromatografi kolonu
Otomatik pipet
Termostath su banyosu
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Karadeniz, Bogazi¢i agigindan
toplanmug Srnekler (dipfrizde
saklanmig)

Gurr

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Pharmacie

Kraeber CO (Hamburg)
L. Geng, E. Havugguoglu
Atabay

Sigma (10 G T 8128) USA
Merck

Merck

Merck

Atabay

Tekel

Merck

Haemachem, Inc. USA
Diagnostica Stago (France)
Sigma grade I (178 U/mg)

Shimadzu UV-VIS Recording
Spectrophotometer UV-160 A
Shimadzu IR 435

Lyovac GT 2 Leybold,Heraeus

pH meter model 101, Bilmar

Serkisof

0.025, 0.100, 0.250 mcl

70x 2.8 cm

Nichiryo Mad. in Japan

Thermomix 1419 B. Braun (Germany)
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2.1. Raparin'in elde ediligi

2.1.1. Raparin RHggo'lin elde edilisi

Rapana venosa'nin kabuklari kinldiktan sonra hepatopankreas kismi ayrild: ve
dipfrizde donmaya birakildi. Dondurulmug hepatopankreas tartildi (380 g) ve bir bistiiri
vasitastyla kiyildi. Uzerine 1:1 oraninda etil alkol ilave edildi ve 1 gece dipfrizde
maserasyona birakilds, siiziildii ve bakiye alindi. Bakiyeye 140 ml distile su ve 1 ml ksilen
ilave edilerek 24 saat maserasyona birakildi. 400 ml 0.75 N sodyum hidroksit ve 50 ml
doymus amonyum siilfat ilave edildi ve 55°C'de 2 saat, 60°C'de 30 dakika su
banyosunda bekletildi. 3-4 katli tiilbentten siiziildii. Koyu kivaml: siiziintii 80°C'de 30
dakika bekletildi. Siilfiirik asitle pH 2.5'a getirildi. Céken kisim santrifiijle ayrildi.
Cokelti alkol ile muamele edilerek yikands, santrifiije edildi ve elde edilen bakiye raparin
RHg, olarak isimlendirildi.

2.1.2. Raparin RHP4'un elde ediligi

Rapana venosa'larin hepatopankreaslan ayrilds, iyice pargalandi ve petroleteri ile 1
gece maserasyona birakildi. Petrol eterli kisim aynldi. Bakiye alkolle 1 gece dipfrizde
masere edildi. Bir saat karigtiriciyla kangtinldi ve sliziildii. Bakiye iizerine 0.75 N
sodyum hidroksit ve doymus amonyum siilfat ilave edildi ve 55°C’de iki saat, 60°C’de
30 dakika su banyosunda bekletildi. 3-4 kath tiilbentten siiziildii. Koyu kivamh siiziintii
80°C’de 30 dakika bekletildi. Siilfiirik asitle pH 2.5%a getirildi. Santrifiije edildi. Cokelt
alkol ile birkag defa yikand, santrifiije edildi ve elde edilen bakiye raparin RHP;, olarak
isimlendirildi.

2.1.3. Raparin RKLy,'un elde ediligi

Bolim 1.3.2.1. de anlatilan Kuizenga'nin (50) heparin elde etme teknigi
kullamlmgtir.

263 g hepatopankreas iyice pargalandi, 97 ml distile su ilave edildi ve 35°C'de ara
stra kangtirarak 30 dakika su banyosunda bekletildi. 1 ml ksilen ilave edildi ve agz1 kapali
bir gigede 24 saat oda temperatiiriinde maserasyona birakildi. 275 ml 0.75 N sodyum
hidroksit ve 46 ml doymus amonyum siilfat ilave edildi. 55°C'de su banyosunda iki saat
bekletildi, sicaklik 80°C'ye yiikseltildi ve bu sicaklikta 30 dakika bekletildi. 3-4 kath
tiilbentten sikilarak siiziildii ve posa atildi. Siiziintiiniin pH's: siilfiirik asitle 2.5'a
ayarlandi. Daha sonra 15000 rpm'de 30 dakika sanrifiije edildi ve iistteki berrak kisim
aynildi. Dipteki bakiye alkolle siispande edildi ve tekrar santrifiije edildi. Bu iglem 3-4
defa tekrarlandi ve alkollii kissmlar ayrildi. Bakiye 25 ml distile su ile kangtirildi ve 2 N
sodyum hidroksitle pH 8.5'a ayrlandi. 0.100 g trypsin ilave edildi. 38°C'de su
banyosunda 60 saat triptik fermentasyona tabi tutuldu. Fermentasyondan sonra hacminin
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iki kat1 kadar alkol ilave edildi ve santrifiije edilerek alkollii berrak kisim aynldi. Cokelti
su ile siispande edilerek alindi ve 75°C'de 40 dakika su banyosunda bekletildi. Aseton
ilave edilerek raparin ¢oktiiriildii. Santrifiije edildi, ¢6ken kisim raparin RKL,, olarak
isimlendirildi.

2.2. Raparin'in fraksiyonlandiriimasi

Sephadex G-50 super fine kolonunda fraksiyonlandirma yapildi. 35 g Sephadex G-
50 super fine distile suda ii¢ saat sigirildikten sonra 90 derecelik bir agiyla spora
tutturulmug 70 x 2.8 cm uzunlugundaki kolona dolduruldu. 55 cm yiiksekliginde, 338
cm3 hacminde siitun hazirlandi. Dekstran blue 2000 ile eliisyon hacmi (Vo) tayin edildi ve
105 ml olarak bulundu.

200 mg raparin (RHgpp, RHP;y ve RKL;, ayri ayry) 4 ml distile suda
¢oziindiiriildii, santrifiije edildi ve siiziildiikten sonra kolona tatbik edildi. Kolon
yukaridan distile su ile beslenerek akig hizi S0 ml/saat olacak sekilde eliie edilerek 5'er
ml'lik eliiatlar toplandi. Eliiatlarin absorbanslart 190-200.0 nm'de okundu ve bu
absorbans deBerlerine kars1 hacim grafigi ¢izildi.

Elde edilen fraksiyonlar liyofilize edildi. Fraksiyonlarin ve hareket maddelerinin
190-390.0 nm arasinda UV spektrumlan ve 4000-400 cm! arasinda IR spektrumlan
alindi.

2.3. Metakromatik deneyler
2.3.1. Kullamilan maddeler

Raparin fraksiyonlarinin ¢ozeltileri: 500-1000 mcg/ml'lik distile sudaki ¢ozeltileri
hazirland.

Boya ¢0zeltisi: Azur A, metilen mavisi ve toluidin mavisinin 25mg/100 ml'lik stok
cozeltileri kullamlacaklan zaman taze olarak hazirlandi.

Tampon ¢ozeltisi: 100 ml barbiton tampon gozeltisi (pH 8.50) taze olarak hazirlanda.
Barbiton tampon ¢ozeltisini hazirlamak igin 1.105 g barbiton tartilds, tizerine 10 ml 0.5 M
sodyum hidroksit ve 10 ml distile su ilave edildi, ¢dziindiiriildiikten sonra distile su ile
100 ml'ye tamamland.

2.3.2. Yontem

Deney tiiplerine stok ¢ozeltilerden 0.2, 0.4 ve 0.6 ml'lik ¢dzeltiler Hamilton
enjektorlerle ayn ayr1 konuldu. Bu miktarlar distile su ile 1.1 ml'ye tamamlandi. Yine
hamilton enjektérle 50 pl barbiton tampon ¢dzeltisi ve 50 pl boya ¢ozeltisi konarak total
¢Ozelti 1.2 ml olacak gekilde hazirlandi.

Daha sonra boyalarin ve boya-raparin kangimlarinin UV spektrofotometrede
maksimum dalga boylan tesbit edildi. Hazirlanan g¢ozeltilerin (1.2 ml) UV
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spektrofotometresinde, kullanilan boyanin maksimum dalga boyuna gore farkl
konsantrasyonlardaki absorbanslar okundu.

Metakromazi deneyleri 3 degisik raparin’den elde edilen 6 fraksiyon ile 3 farkh boya
kullanilarak yapildi ve her bir iglem 5 kez tekrarlandi.

2.4. Rekalsifikasyon deneyleri
2.4.1. Kullanilan maddeler

Rekalsifikasyon deneyleri 3 degisik raparin’den elde edilen 6 fraksiyon iizerinde
yapildi. Deneylerde koyun plazmas: (Kraeber Co.), serum fizyolojik ve 0.025 M
kalsiyum kloriir kullanilmigtir.

2.4.2. Yontem

Deneylerde kullanmilacak tiipler iyice yikamip kurutulduktan sonra silikon
¢ozeltisinden (1 k stok silikon + 17 k distile su) gegirildi ve etiivde 240°C'de 5-6 saat
bekletildi.

Koyun plazmasinin ¢ozeltisinin hazirlamigi: Liyofilize halde bulunan koyun plazmas:
10-15 dakika kaynatilmig ve sofutulmug distile suda ¢oziindiiriilerek 50 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra 2 ml'lik porsiyonlar halinde tiiplere alind1 ve dipfrize konuldu.
Kullamlacag zaman dipfrizden ¢ikartildi,

Standart olarak 10 U/ml heparin sigma GI (178 U/mg) gtzeltisi kullanldi.

Deney, iginde termostatl: 1s1tic1 ve kangtirict bulunan su banyosunda 37+0.5°C'de
yapildi. Tiim fraksiyonlanin 500 mcg/mllik stok ¢dzeltileri hazirlandi, bunlardan ayn ayn
deney tiiplerine 0.050, 0.100, 0.200 ve 0.400 ml ¢zeltilerden konuldu. Herbirinin
tizerine 0.180 ml plazma ilave edildikten sonra serum fizyolojik ile 1.0 ml'ye tamamland.
Sonra bu g¢ozeltilerin iizerine 0.200 ml 0.025 M kalsiyum kloriir ¢6zeltisi ilave edildi ve
hemen kronometre ¢aligtinldi. Her 30 saniyede bir ucu kivrik bakir bir tel ¢ozeltiye
batirilip pthtilagmanin olugumu gozlenerek ilk pihtt tegekkiiliinde kronometre durdurularak
pihtilagma zamam tayin edildi.

2.5. Biyolojik metodlarla miktar tayini

1 k sodyum sitrat (%3.8) ile 9 k taze kan kanigtnlip santrifiije edilerek plazma aynldi
ve testlerde bu plazma kullamldi.

2.5.1. Heptest metodu

Elde edilen ii¢ raparin’in ve bunlann fraksiyonlarimn 1 mcg/ml'lik stok ¢ozeltileri
hazirland. Stoklardan 25, 50 ve 75 pl alindi ve 37°C'lik su banyosunda tiiplere konuldu.
Uzerlerine 25'er ul insan plazmas: ilave edildi. Bunun iizerine 0.1 ml faktér Xa ilave
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edildi ve aninda kronometreye basildi, 120 saniye sonra 0.1 ml recalmix (domuz plazmasi
fraksiyonu iginde ¢oziindiiriilmiiy optimum miktarlarda kalsiyum kloriir ve beyin sefalini
iceren bir karigimdir.) ilave edildi ve ikinci bir kronometreye basilarak pihtilagma
zamanlar tayin edildi. Deney bir defa da raparin ilave edilmeden yapildi ve pihtilagma
zaman tayin edildi.

2.5.2. Hepaclot metodu

Yine raparinlerin ve fraksiyonlarinin 1 mcg/ml'lik stok ¢ozeltileri kullanild:. 37°C'de
su banyosunda ¢alisildi. 25 pl raparin ¢ozeltisi tizerine 50 ul AT III ¢dzeltisi ilave edildi,
60 saniye sonra 0.1 ml faktér Xa ilave edildi, 90 saniye bekletildi; sonra 37°C'de
bekletilmig olan substrat plazmadan 0.1 ml ilave edildi ve 30 saniye sonra 0.1 ml1 0.025 M
kalsiyum kloriir ilave edildi ve hemen kronometreye basilarak pihtilagma zamani tayin
edildi. Ayn1 deney bir defa da raparin ilave edilmeden yapilarak pihtilagma zamani tayin
edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Raparin RHgy,' e ait bulgular

Sephadex G-50 siiper fine siitununda yapilan fraksiyonlandirmada elde edilen
eliiatlarin 196.0 nm'deki absorbanslan Cizelge 3.1'de verilmigtir.

Cizelge 3.1.Raparin RHg(,'lin Sephadex G-50 siiper fine'daki
eliiatlarimin absorbanslari.

Vml Abs. V ml Abs. V ml Abs. V ml Abs. VY ml Abs.

5 0.163 75 0.589 145 0.141 215  0.357 285  0.738
10 1.917 80 0.453 150 0.163 220 0.371 290  0.532
15 2.494 85 0.361 155  0.171 225 0403 295  0.347
20 2.494 90 0.309 160 0.184 230 0.421 300 0.288
25 2494 95 0.273 165 0.169 235 0.438 305 0.250
30 2494 100 0.242 170  0.154 240 0.456 310 0.228
35 2494 105 0.280 175 0.152 245  0.485 315 0.205
40 2.494 110 0.306 180 0.151 250  0.509 320 0.184
45 2494 115 0.328 185 0.145 255 0.553 325 0.165
50 2494 120 0.329 190 0.143 260 0.661 330 0.146
55 2494 125 0.280 195 0.153 265 0.893 335 0.124
60 2268 130 0.251 200 0.166 270  1.009 340  0.135
65 1.309 135 0.198 205 0.179 275 1.002 345  0.122
70 0.813 140 0.139 210 0.271 280 0.954 350 0.110

Bu absorbans degerlerinin eliiat miktarlarina karg: grafigi Sekil 3.1'de gosterilmigtir.

Grafikte de goriilecegi gibi Vo'dan sonra ilk 90 ml ve 205-300 ml'ler arasinda olmak
tizere iki fraksiyon elde edilmigtir.

Siituna tatbik edilen raparin RHgq, miktarina gore fraksiyon I %32.75 ve fraksiyon
II %4.15 oraninda elde edilmistir. Toplam verim %36.90 civarindadur.

Raparin RHyy, ve elde edilen iki fraksiyonunun UV spektrumlar: $ekil 3.2'de, yine
bunlarin IR spektrumlan Sekil 3.3, 3.4 ve 3.5'de gosterilmigtir.
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3.2. Raparin RHP;,'a ait bulgular

Sephadex G-50 siiper fine siitununda yapilan fraksiyonlandirmada elde edilen
eliiatlarin 194.0 nm'deki absorbanslan Cizelge 3.2'de verilmisgtir.

Cizelge 3.2. Raparin RHP;y'un Sephadex G-50 siiper fine'daki
eliiatlarinin absorbanslar

Vml Abs. V ml Abs. V ml Abs. V ml Abs. Vml Abs.

5 0.129 75 0.045 145 0.010 215  0.592 285  0.241
10 0.177 80 0.035 150  0.023 220 0.553 290  0.215
15 0.287 85 0.039 155 0.020 225 0.528 295  0.192
20 0.338 90 0.056 160  0.033 230 0.480 300 0.171
25 0.281 95 0.042 165 0.050 235 0.392 305 0.155
30 0.234 100 0.029 170  0.205 240 0.350 310  0.220
35 0.188 105 0.030 175 0.450 245  0.345 315 0.392
40 0.166 110 0.018 180 1.084 250 0.351 320 0.224
45 0.139 115 0.041 185 1.068 255 0.352 325 0.204
50 0.117 120 0.043 190 0.928 260 0.352 330 0.241
55 0.093 125 0.025 195  0.770 265 0.331 335 0.173
60 0.070 130 0.029 200 0.664 270  0.307 340 0.128
65 0.061 135 0.036 205 0.632 275 0.286 345  0.099
70 - 0.050 140 0.023 210 0.628 280 0.259 350  0.082

Bu absorbans degerlerinin eliiat miktarlarina karg1 grafigi Sekil 3.6'da gosterilmigtir.

Grafikte de goriilecegi gibi Vo'dan sonra ilk 60 ml'de ve 170-240 ml'ler arasinda
olmak {izere iki fraksiyon elde edilmigtir.

Siituna tatbik edilen raparin RHP;  miktarina gére fraksiyon I %0.30 ve fraksiyon II
%51.75 oraninda elde edilmigtir. Toplam verim %52.05 civarindadir.

Raparin RHP,, ve elde edilen iki fraksiyonunun UV spektrumlan $ekil 3.7'de, yine
bunlarin IR spektrumlan Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10'da gosterilmigtir.
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3.3. Raparin RKL,,'a ait bulgular

Sephadex G-50 siiper fine siitununda yapilan fraksiyonlandirmada elde edilen
eliiatlarin 199.0 nm'deki absorbanslan Cizelge 3.3'de verilmigtir.

Cizelge 3.3.Raparin RKL;,'un Sephadex G-50 siiper fine'daki
eliiatlarimin absorbanslar

Vml Abs. Vml Abs. V ml Abs. V ml Abs. V ml Abs.

5 0.354 75 1091 145 0.578 215 2.270 285  0.532
10 1.106 80 0.923 150  0.596 220 2.270 290  0.631
15 2.179 85 0.846 155 0.614 225 2.270 295  0.741
20 2.270 90 0.808 160  0.661 230 2.270 300 0.719
25 2270 95 0.781 165 0.674 235 2.270 305 0454
30 2270 100 0.782 170 0.797 240 2.270 310  0.266
35 2270 105 0.698 175 0.937 245 2.270 315  0.203
40 2270 110 0.689 180 1.161 250 2.270 320 0.175
45 2270 115 0.634 185 1.567 255 2270 325  0.174
50 2270 120 0.586 190 2.156 260 1.609 330 0.164
55 2270 125 0.564 195  2.270 265 1.146 335  0.130
60 2270 130 0.578 200 2.270 270 0.802 340  0.121
65 1.585 135 0.567 205 2.270 275 0.626 345  0.096
70 1.159 140 0.595 210 2.270 280 0.484 350 0.079

Bu absorbans degerlerinin eliiat miktarlarina karg1 grafigi Sekil 3.11'de
gosterilmigtir.

Grafikte de goriilecegi gibi Vo'dan sonra ilk 100 ml'de ve 160-280 ml'ler arasinda
olmak iizere iki fraksiyon elde edilmistir.

Siituna tatbik edilen raparin RKL,, miktarina gore fraksiyon I %12.70 ve fraksiyon
II %30.60 oraninda elde edilmigtir. Toplam verim %43.30 civarindadir. A

Raparin RKL,, ve elde edilen iki fraksiyonunun UV spektrumlan Sekil 3.12'de,
yine bunlarin IR spektrumlan Sekil 3.13, 3.14 ve 3.15'de g&sterilmigtir.

Aynca gizdirilen IR spektrumlanyla kargilastirmak icin heparin'in IR spektrumu
Sekil 3.16'da verilmigtir.
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3.4. Metakromatik tayine ait bulgular

Boliim 2.3.'de anlathidig1 gibi kullanilan boyalarin ve boya-raparin ¢dzeltilerinin UV
spektrumlan Sekil 3.17 ve 3.18'de verilmigtir.

SANP REF :
+1.88A '

B.2808
(AsDIV.)
+0 .8PA o : _ MM
408 .0 189 .8<CNM/DIV.) 869.0
Sekil 3.17. Azur A ( ) ve Azur A-Raparin RHg,, Fr. I'in
¢ - - --) UV spektrumu
SAMP : REF :
+1.88A ! ! 1
B.2p8
CA/7DIV.DO
+B.80A 4 — R N
4006 .0 1886 .B(NM-/DO1IV.> 8BB .0
Sekil 3.18. Toluidin mavisi ( ) ve Toluidin mavisi - Raparin

RHgpqg (- = - - =) Fr. I'in UV spektrumu
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Raparin RHggq Fraksiyon I'in farkli konsantarsyonlarimin Azur A ile
komplekslerinin absorbanslart UV spektrofotometrede 578.0 nm'de okundu. Elde edilen
sonuglara gére korelasyon katsayisi (r) ve dogru denklemi hesaplandi, kalibrasyon egrisi
Sekil 3.19'da gosterildi.

Kons. (meg/ml) Abs.
200.00 0.680
300.00 0.738
400.00 0.790
500.00 0.845

r =0.9997, y = 0.000547 x + 0.5718
ST C=K*ABS+B K= 1826.9 B=-1044.3

+B.860(
8.828 5
CA7DIV.)
+0.68aA : o : .
8.8 CONC. 19@.80-/DIV. S500.806
15:46 2,84 '93 575 .0HNHN -B.0014|

Sekil 3.19. Raparin RHg, Fraksiyon I'in Azur A ile metakromazisinde elde edilen
kalibrasyon egrisi

Raparin RHgg, Fraksiyon I'in farkli konsantrasyonlarimin Toluidin mavisi ile
kompleksinin absorbanslar1 UV spektrofotometrede 560.0 nm'de okundu. Elde edilen
sonuglara gore korelasyon katsayis1 ve dogru denklemi hesaplandi, kalibrasyon egrisi
Sekil 3.20'de gosterildi.

Kons. (mcg/ml) Abs.
200 0.542
300 0.603
400 0.663
500 0.772

r=0.9999, y=20.0006x +0.4225
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1666.9 B=-7684.26

WORKING CURUE C=KXABS+B K

+8.74R
f.65@
CAsDIV.)
[
+8.54a [ il e . . .
6.0 CONC. 160.08-DIV. 500.080
15:52 2,984 '93 [ See.eNM  -6.8004]

Sekil 3.20. Raparin RHgy, Fraksiyon I'in Toluidin mavisi ile
metakromazisinden elde edilen kalibrasyon egrisi

Elde edilen raparin fraksiyonlarimn farkls konsantrasyonlarinin Azur A, Toluidin
mavisi ve Metilen mavisi ile kompleksinin maksimum dalga boylan Cizelge 3.4, 3.5 ve
3.6'da verilmigtir.

Cizelge 3.4.Raparin fraksiyonlarinin farkli konsantarsyonlarinin
Azur A ile kompleksinin maksimum dalga boylan

Raparin Maksimum dalga boylar1 (nm)

Fraksiyonlan 50 mcg/1.2 ml 100 mecg/1.2 ml 200 mcg/1.2ml
RHgg, Fr. 1 622.5 621.0 579.0
RHgqy, Fr. II 622.5 622.5 621.5
RHP;4 Fr. II 623.5 622.5 621.5
RKLjg Fr1 623.0 622.5 622.0

RKLjg Fr. I 622.5 622.5 621.5
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Cizelge 3.5.Raparin fraksiyonlarinin "farkln konsantrasyonlarinin
Toluidin mavisi ile kompleksinin maksimum dalga boylan

Raparin Maksimum dalga boylan (nm)
Fraksiyonlan ml 2 1.2
RHgq Fr. 1 596.5 575.0 559.5
RHqy, Fr. 11 599.0 596.5 598.0
RHP;, Fr. II 600.5 599.5 599.5
RKLjg Fr. 1 600.5 599.5 596.5
RKLjg Fr. I 599.5 600.0 599.0

Cizelge 3.6.Raparin fraksiyonlarinin farkli konsantrasyonlarinin
Metilen mavisi ile kompleksinin maksimum dalga boylan

Raparin Maksimum dalga boylar: (nm)

Fraksivonlar_ 50.mcg/1,2 ml 100 mcg/1.2 ml 200 mecg/1.2 ml
RHq Fr. 1 664.5 664.5 664.5
RH,q Fr. IT 664.5 664.0 664.0
RHP, Fr. II 664.5 664.5 664.5
RKL,, Fr. I 664.5 664.5 664.0
RKLIO Fr.1I 664.5 664.5 664.Q

3.5. Rekalsifikasyon deneylerinin bulgular:

Boliim 2.4. de belirtilen rekalsifikasyon deneylerinde elde edilen pihtilagma
zamanlan Cizelge 3.7°de verilimistir. Raparin ilave edilmeden yapilan deneylerde

(kontrol) pthtilagma zaman1 198 saniye olarak bulunmugtur. Yine aynt deney 0.25 U
heparin sigma G I ile yapildifinda pihtilagma siiresinin 385 saniyeye yiikseldigi
gézlenmigtir.
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Cizelge 3.7. Farkli konsantrasyonlardaki raparin fraksiyonlarinin

rekalsifikasyon zamanlar

Raparin Rekalsifikasyon zamam (sn) Stok 500 mcg/ml
Fraksivonlan 25 mc S50 mc 100 mcg - 200 mc
RHgg Fr. 1 443.0 401.0 3224 268.2
RHsqq Fr. I 390.6 379.8 337.4 300.6
RHP,, Fr. II 454.0 378.6 308.2 237.8
RKL,q Fr. 1 474.4 308.6 310.2 189.8
RKL;, Fr. 11 470.2 393.0 291.4 207.0

Cizelge 3.7°de goriildiigii gibi defigik raparin fraksiyonlarinin antikoagiilan
aktiviteye sahip oldugu tesbit edilmistir.

3.6. Biyolojik metodlarla miktar tayinlerine ait bulgular

3.6.1, Heptest’inden elde edilen bulgular

Heptest 2.5.1°de anlatildi: gibi yapilmig ve sonuglar Cizelge 3.8’de verilmigtir.
Raparinsiz yapilan heptest sonucu pihtilagma siiresi (kontrol) 20 saniye olarak
bulunmugtur.

Cizelge 3.8. Raparin ve fraksiyonlarinin farkli konsantrasyonlardaki
heptest sonucu pihtilagma zamanlar

Raparinler ve Pihtilagma zamani (saniye)
Fraksiyonlan 25 meg/25 ul ISmeg/TSul
RHgy, 20.0 40.0
RHg Fr. 1 19.8 39.0
RHgg, Fr. I 21.0 38.2
RHP, 23.0 84.0
RHP,; Fr. II 21.0 48.0
RKL, 19.6 43.0
RKL,q Fr. 1 19.2 33.8

RKL,q Fr. II 19.0 39.8
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3.6.2. Hepaclot testinden elde edilen bulgular
Hepaclot testleri boliim 2.5.2°de anlatildif: gibi yapilmig ve sonuglar Cizelge 3.9°da

verilmigtir. Raparinsiz yapilan Hepaclot testinde pihtilagma siiresi (kontrol) 13.8 saniye
olarak bulunmugtur.

Cizelge 3.9.Raparin ve fraksiyonlarinin Hepaclot testi sonucu elde

edilen pithtilagma zamanlan

Raparinler ve 25 mcg / 25 pl’deki
Fraksiyonlan Pihtilasma zamam (saniye)
RHg, 15.0

RHgy Fr. I 14.2

RHg Fr. 11 13.0

RHP,, 14.0

RHP,, Fr. II 20.2

RKL,, 14.0

RKL o Fr. I 15.0

RKL,, Fr. II 15.2
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4. TARTISMA ve SONUC

Mukopolisakkaritler i¢cinde en dnemli yeri heparin tutmaktadir. Heparin domuz,
okiiz, koyun ve kopek dokularindan elde edilmistir (62). Heparinoid adi verilen ve
heparine benzer aktiviteye sahip maddeler ise deniz hayvanlarindan, Stichopus Japonicus
(SJAMP) ve Halotluria Leucospilota (HLAMP)’dan elde edilmigtir (22, 23, 69). STAMP
ve HLAMP’den asidik mukopolisakkaritler izole edilmigtir. Bu iki deniz canhs1 Cucumber
(deniz hiyan) sinifina aittir. Bu elde edilen maddelerin molekiil tartilar1 30-50000 arasinda
olup yapisinda galaktozamin, glukuronik asit, fukoz ve siilfat miktarinin 1:1:1:4 oldugu
saptanmustir (69). STAMP ve HLAMP iizerinde yapilan Partial Thromboplastin zamam
Trombin pihtilagma zamani, Anti-Xa ve AT III testleri yapilmigtir. Ayrica Platelet
agregasyon testleri de uygulanmigtir. SJAMP ve HLAMP’ninde thrombin zamanim
uzattif1, Anti-Xa aktiviteyi yiiksek konsantrasyonlarda dahi gostermedigi, platelet
agregasyonunu ise azalttif1 saptanmigtir (69).

Raparin’in antikoagiilan aktivitesi heptest metoduna gére 0.670 U/ml heparine ve
hepaclot’ta 0.397 U/ml heparine denk oldufu saptanmigtir. Bu gekilde raparin’in
potensinin 0.015-1 U/ml arasinda degistigi goriilmiigtiir. Ayrica anti-thrombin aktivitesi
ve fibrinolitik aktivite gosterdigi tesbit edilmigtir (32).

Bu ¢ahigmada raparin’in elde edilmesinde kullanilan teknikler baz1 degisikliklere
ugratitmigtir. Ayrica elde edilen raparin Sephadex G kolonunda fraksiyone edilmigtir.
Sephadex G kolonu, keza heparin’in fraksiyonlandirilmasinda da kullamlmgtir (37, 66,
18, 54). Burada da benzer teknikler uygulanmustir. Fraksiyonlandirma sonucu RHgy,’den
iki fraksiyon elde edilmigtir. Birinci fraksiyonun, ikinciden daha zengin oldugu Sekil
1’deki kurbun durumundan anlagiimaktadir. RHggg ve fraksiyonlarinin UV spektrumu
196.0 nm’de maksimum absorbans gosterdigi, bunun heparine uydugu, RHs(
Fraksiyon II’de goriilen omuzun heparin roth’un I fraksiyonununkine benzedigi
gorilmiigtiir
(6). IR spektrumunda ise RHyjy,, fraksiyon I'in RHgq’e uydugu, RHgyy, fraksiyon II’nin
1000 cm’in altindaki kurbunun fraksiyon I’e benzemedifi goriilmiigtiir. RHgy
fraksiyon II yalmz 650 cm1’de kiigiik bir omuz vermistir. Halbuki RHs(, ve RHgq,

fraksiyon I 1000-500 cm™! arasinda benzer omuzlar vermislerdir.

Raparin RHP,y’dan da iki fraksiyon elde edilmigtir. Fraksiyon I’in II’ye nazaran
daha az madde igerdigi goriilmiistiir. Bunlarin UV spektrumlan 193.0 nm’de maksimum
absorbans gosterdigi, bunun ise heparin’in gosterdigi UV kurbuna denk oldugu
goriilmiigtiir. IR spektrumlarinda ise 1800 ile 1100 cm’! arasinda ve 1100 cm™*in alunda
farkhliklar goriilmiigtiir. Raparin RHP;’un IR spektrumu, RHP,, fraksiyon II’ninkiyle
aymdir. Fraksiyon I belirgin bir spektrum vermemistir. RHP, ve RHP,, fraksiyon
II’nin IR spektrumlan heparin’inkine benzemektedir.



45

RKL;y’un Sephadex G ile fraksiyonlandirilmas: sonucu iki ana fraksiyon elde
edilmigtir ve bu iki fraksiyonunda benzer zenginlikte oldugu goriilmiigtiir. Bunlarin UV
spektrumlan ise 198, 204 ve 194 nm olarak saptanmgtir. Bu kurblar heparin roth ve
heparin roth fraksiyon III’iin UV kurbuna benzemektedir (6). RKL,, fraksiyon Iin IR
spektrumu belirgin olarak heparin’in IR spektrumuna benzemektedir. RKL, fraksiyon

I’in 1170, 1090, 1000 ve 590 cm-!’lerde pikleri mevcuttur. RKL,’da 1100 ve 610 cm”

I'lerde pik gbriilmiigtiir. RKL, fraksiyon II’de ise 1100, 950 ve 600 cm’lerde pikler
goriilmiigtiir.

Metakromatik incelemede Azur A ve Toluidin mavisi ile yapilan tetkikte Azur A’nin
maksimum absorbans verdifi dalga boyu 622.0 nm olmasina kargin, yalniz raparin
RHj fraksiyon I bu dalga boyunu 578.0 nm’ye kaydirarak metakromazi gdstermigir.
Aym sekilde Toluidin mavisinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu 600.0 nm
olmasina ragmen RHg,, fraksiyon I bu dalga boyunu 560.0 nm’ye kaydirarak
metakromazi gostermigtir. Bu metakromatik bulgular koagiilasyonla ilgili bulgularla
farklihk gostermektedir. Buna gore yalmz RHg,’lin metakromatik yolla tayininin
yapilabilecegi goriilmiistiir. Metilen mavisi ile ise higbir raparin’de belirgin bir bulguya
rastlanmamugtir.

Rekalsifikasyon deneylerinde en yiiksek aktivitenin 25 mcg’da oldugu tesbit
edilmistir.Biitiin elde edilen raparin’ler ve bunlarin fraksiyonlan antikoagiilan aktivite
gostermigtir. Rekalsifikasyon deneyinde en yiiksek aktivite RKL, fraksiyon I’de
goriilmiigtiir.

Hepaclot deneyinde RHP,, fraksiyon II'de aktivite goriilmiistiir. Heptest’te ise 75
mcg’hik konsantrasyonlarda, elde edilen raparin’lerin ve fraksiyonlarimin hepsinde aktivite
goriilmiigtiir. En yiiksek aktivite RHP,,’da gdzlenmistir. Rekalsifikasyon deneylerinde de
RHP,, fraksiyon II'de yine aktivite vadir.

Sonug olarak elde edilen raparin’lerden RHP,y’un en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
saptanmugtir.
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