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1.0ZET

MINERALLI SULARIN VE SIGIR JELATINININ EKSTRENSEK
PIHTILASMA SISTEMINE ETKISI

Ekstrensek pihtilasma sisteminde bazi proteinlere postranslasyonel modifikasyonla
karboksil grubu baglanir. Bu reaksiyon ic¢in K vitamini gereklidir. Cunkdi
karboksilazlarin koenzimi K vitaminidir. 1990’ li yillarin basindan beri bilinen bu
mekanizma tromboza bagli MI, serebrovaskuler, periferal damar hastaligi olan
kisilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tedavinin amaci K vitaminini baskilayarak
piht1 olusumunu, kanamaya sebebiyet vermeden engellemektir. Tedavide kullanilan
ilaglarin doz ayar1 ekstrensek pihtilasma sisteminin gostergesi olan protrombin
zamani testi(PTZ) ile takip edilir. Tedavinin etkinliginde diyet onemlidir. Bu
caligmada; kandaki kalsiyum iyonunun pihtilagma sisteminde etkisini dikkate alarak,
ayrica jelatinle yapilmig pihtilagsma ile ilgili gesitli calismalar incelenerek mineralli

sularin ve jelatinin ekstrensek pihtilasma zamanina etkisini arastirmay1 amagladik.

PTZ testi icin gerekli olan doku faktorii kuzu akcigerinden elde edildi. Plazmaya
ilave edilen mineralli sular ve sigir jelatininin etkisi Quick metodu ile 6lcllen PTZ
testi ile degerlendirildi. Sig1r jelatini konsantrasyonu arttik¢a pihtilagma artti. Jelatin
konsantrasyonlarindan %1 ile %2,5 arasinda piht1 olusumunun en yiiksek diizeyde
oldugu goriildii. 13 farkli mineralli su kullanildi. 5’inin pihti olusumunun kisalttigini
digerlerinin ise piht1 olusumunu geciktirdigi goriildi. Mineralli su ve sigir jelatini
karisim kombinasyonunda PTZ etkisinde MSS5 suyun piht1 olusumunda sinerjst etki
goriildi, diger mineralli sular ise pihtt olusumunda antagonist etki gosterdi. SPSS
spearman kolerasyon analizinde mineralli sularin PTZ etkisi ile kalsiyum miktarlar
arasinda anlamli bir iligki bulunmadi. Mineralli su-jelatin kombinasyonu ile pihti
olusumu yoniinden potasyum miktarlart arasinda anlamli bir iligki bulundu (p<0,05).
Ayrica DF ve jelatinin protein bantlarinin molekiil agirliklarinin SDS PAGE’de 220
ile 45 kDa arasinda oldugu goriildii. Sonug olarak; in vitro sartlarda ekstrensek
pihtilagsma sistemi ile ilgili yapilan bu ¢alismanin, in vivo yapilacak ¢aligmalara 11k

tutacak nitelikte oldugunu disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: PTZ, sigir jelatini, mineralli sular, K vitamini



2. ABSTRACT

THE EFFECT OF MINERALIZED WATER AND BOVINE GELATINE ON
EXTRINSIC COAGULATION SYSTEM

In extrinsic coagulation system carboxly group is attached to proteins with
posttranslational modifications. Fort his reaction vitamin K is necessary. Because the
coenzyme of carboxylases is vitamin K. Known since the early 1990°s this
mechanism has been used for the treatment of patients with MI related with
thrombosis, cerebrovascular, peripheral vascular disease. The aim of this treatment
by suppressing vitamin K is to prevent clot formation without causing bleeding. The
dosage adjustment of drugs used in the treatment is followed by the prothrombin
time test (PTZ) which is the indication of extrinsic coagulation system. Diet is
important in the effectiveness of treatment. In this research we aimed to search the
effect of mineral waters and beef gelatin to extrinsic coagulation time by considering

the effect of calcium ion in blood in the coagulation system.

Tissue factor required for PTZ test derived from lamb lung. The effect of mineral
water and bovine gelatin added to plasma was evaluated by PTZ test measured by
quick method. As the concentration of bovine gelatin increased, the coagulation
increased. In gelatin concentrations between %1 and %2,5 clot formation was
observed to be the highest. 13 different mineral waters were used. 5 of them were
observed to shorten the clot formation and the others delay the clot formation. In the
combination of mineral water and bovine gelatin under the PTZ effect the synergist
effect of MS5 water was observed in clot formation. Other mineral waters showed an
antagonistic effect to the clot formation. In the analyses of SPSS spearman
correlation and calcium amount in the mineral waters with the effect of PTZ no
significant relation was found. A significant relation found between mineral water-
gelatin combination and potassium amount in terms of clot formation. (p<0,05).
Besides DF and molecular weights of gelatin protein bands was observed in SDS
PAGE between 220 and 45 kDa. As a result we think that this research which was
about extrinsic clot formation in vitro conditions has the quality to shed light to the

researches in vivo conditions.

Key Words: PTZ, bovine gelatin, mineral water, vitamin K



3. GIRIS VE AMAC

Hemostastatik sistem, sagliklt bir yasam i¢in normal g¢aligmasi gereken
fizyolojik bir olaydir. Hemostaz, en kisa sekilde kanamanin durdurulmasi olarak
tanimlanir. Damarlarda veya dokularda olusan bir yara veya kanama pihtilagsma
sisteminde bazi reaksiyonlarin olmasina ve viicudun kanamaya kars1 pitht1 tiretmesine
sebep olur. Boylece yaralanmis bolge onarilmis olur ve yaralanmis damar ¢eperinin
saglamhigimi  kaybetmemesi amaciyla yaralanmadan o©nce olusturulan pihti,
fibrinolitik mekanizma ile parcalanmaya baslar. Giinlimiizde doku faktorii (DF)’ niin
koagulasyon sisteminin her basamaginda etkili oldugu da kabul edilmektedir
(1,2,3,5).

Koagiilasyon veya kan pihtilagma olayi, doku hasarina karst olusan hizli bir
yanittir. Hemostaz, damar hasar1 sonucunda kanamayi durdurmak i¢in fibrin aginin
olusumunu diizenleyen plazmadaki pihtilasma proteinlerinin koagiilasyon kaskadidir
ve ana baslangict olan doku faktorii (tromboplastin)  hemostaz, tromboz,
anjiyogenez, kanser ve bagisiklikta hayati rol oynar. Pihtilagsma sisteminde trombin
ve kollajen giiclii aganistlerdir. Trombin ve kollajen aktive oldugunda trombositler
uyarilir ve membrandan fosfotidilserinin disa dogru yénelmesine yol acar ve bu da
koagiilasyon faktorlerinin etkin bir sekilde baglanmasini saglar. Serin proteaz
faktorler, intrensek yolda enzimatik komplekslerinde kritik rol oynar. Hemostatik
sistemde K vitamini kofaktor gorevi yapar. K vitaminine bagli pihtilasma
ptoteinlerinde bulunan glutamik asite bir karboksil grubu baglayarak gama-
karboksiglutamik asit meydana gelir. Pithtilasmanin artis1 ile birlikte bu baglanma,

pihtilagma faktorlerinin plazma inhibitorlerinden Korunmasi i¢in 6nemlidir. (4,6,7).

K vitamini, bazi pihtilasma proteinlerin karboksilasyonundan sorumludur.
Genellikle koagllasyon Uzerinde o6nemli bir réle sahip olan K vitamininin
gunimuizde kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve glisemik vb. hastaliklarla iliskisi
oldugu belirtilmistir. Ayrica K vitamini antagonistleri arasindan yer alan varfarin

(kumadin) biligsel fonksiyon tizerine etkilerinin oldugu diistiniilmektedir.(64).



Diyet posasi; pthtilasma gibi kardiyovaskdler risk faktorlerini etkilemektedir..
Fazla posa alimi gastrointestinal sikayetlere ve g¢esitli minerallerin emilim
bozukluklarina neden olabilir. C6zunur posa olan psilyum ise varfarin gibi ilaclarin
emilimini azaltabilmektedir (65). Aym1 zamanda kronik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ilcalarin vitamin dizeylerini etkilemektedir. Varfarin (kumarin) gibi
ilaglarin K vitamini islevini inhibe etmektedir. Ciinkii, gereginden fazla K vitamini
alimi  kumarinlerin antikoagiilan etkisini Gla-karboksilasyonunu saglayarak engel
olmaktadir. Bu yilzden varfarin gibi ilaglarin doz ayari 6nemlidir ve besinler

arasinda da gozlenebilen etkilesimler klinik olarak 6nem arz eder.( 66).

Mineralli sular, yerkabugunun cesitli derinliklerinden teknik usullerle
¢ikarilan, mineral icerigi, kalint1 elementler ve diger bilesenleri ile tanimlanan, her
tirlii kirlenme riskine kars1 korunmus, mikrobiyolojik yonden uygun olan su olarak
tanimlanir. Uzun yillardir birgok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Ayrica; sularin
kimyasal bilesenleri, yeraltindaki kayaglarin formasyonlar1 hakkinda bilgi
edinebilme olanagi da saglamaktadir. Mineralli sular saf su niteligi tasimamaktadir.
Bu mineral ve elementlerin bir kismi, beslenme fizyolojisinde énemli yere sahiptir.
Turkiye'de mineralli sular maden suyu olarak geleneksel adiyla bilinmektedir ve
ozellikle mide, bagirsak ve kardiyovaskiiler hastaliklarda iyilestirici olarak
faydalanilmaktadir. Bikarbonat, sulfat, Klordr, florir, magnezyum, sodyum,
kalsiyum, potasyum ve demir gibi mineralleri intiva eden su, 6énemli bir besin
Ogesidir. Viicutta bir¢ok fonksiyonun yerine getirilmesinde 6nemli rol oynayan
minerallerin giinliik ihtiyacinin karsilanmasinda mineralli sular 6nem arz eder

(15,67).

Jelatin, s1g1r, koyun, kec¢i ve domuz gibi hayvanlarin bag dokularindan ve
kemiklerinden ekstrakte edilen kollajenin kismi hidrolizi ile iiretilen, yapisal olarak
geri doniisiimsiiz saf bir proteindir. Uretim 6ncesi kollajen olmayan materyallerden
temizlenen deri ve kemikler, asit veya alkali muamelesi sonras1 sulu ortamda 1sil
isleme tabi tutulur ve bulundugu ortamdan ekstrakte edilerek saflastirilir. Bu islemle
molekiiller arasindaki H baglar1 ve diger ¢capraz baglar zayifladig1 gibi bazi amino
asitler arasindaki kovalent baglar da kopar ve daha kii¢iik molekiillii yapilar ortaya

cikar. Boylece, ortalama 300 - 350 kDa olan kollojen molekiiliiniin agirligi, jelatinde



10 - 65 kDa’a kadar diismektedir. Jelatinin protein igerigi %85 — 92 arasinda degisir.
Jelatin ¢ok yonlii 6zelliginden 6tiirli birgok alanda yer almaktadir. Eklem kikirdak
doku miihendisliginde, jelatinin fibrin yapistiricilara eklenerek in vitro kikirdak
rejenerasyonun  gelistirmesi  acisindan umut verici oldugu kanitlanmistir

(16,17,18,19).

Hemostaz sisteminde agir1 kanamalar, 6liim nedeni olabilmektedir. Asirt kan
kaybinin azaltilmasi birinci dnceliktir. Gegmis yillarda ve gliniimiizde kullanabilirligi
halen siirdiiriilen kanama komplikasyonlarint azaltmak adina jelatin igeren
hemostatik ajanlar kullanilmaktadir. Bu hemostatik ajanlar ayn1 zamanda iyi
biyouyumluluga sahip, kullanima hazir, hafif olmas1 ayn1 zamanda ekonomik olarak

ucuz olmasi agisindan da tercih edilmektedir (19,20,21).

Bircok hemostatik ajanlar bulunmaktadir. Travma sonrasi kanamalarda tedavi
amagli trombin igerikli hemostatik ajan kullanilmaktadir. Bir biyoterap6tik olarak
trombinin kullanimi1 uzun bir geg¢mise sahiptir ve olumsuz reaksiyonlarla ilgili
onemli sayida rapora ragmen sigir liriinii hemostatik bir ajan olarak kullanilmaya

devam etmektedir (22).

Bu calismanin amaci; kandaki kalsiyum iyonunun ve kollajeninhemostatik
sistemdeki 6nemini dikkate alarak, mineralli sularin ve kollajenden iiretilen jelatinin

ekstrensek pihtilasma zamanina etkisini incelemektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hemostatik Sistem

Endotel hiicreleri ile kapli damarlarda dolasan kan pihtilagmaz. Endotel
hlcrelerinden pek ¢ok kimyasal maddeler salinarak ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar
ile birlikte dolasan kanin pihtilagmasina engel olur. Kan, endotel disinda kesici veya
sivri bir aletle karsilagtiginda hemen pihtilagir. Dolasan kanda mikro diizeyde dahi
bir ptht1 olmasi, kilcal damarlan tikayarak ilgili organin hem oksijenlenmesini hem
de beslenmesini engelleyecek sekilde hayati tehlike olusturacaktir. Bu fizyolojik
olaylar sistematik olarak c¢esitli boliimler arasindaki biyokimyasal dengenin iyi

islemesine baglidir. Bu sistemin tiimiine hemostaz ad1 verilir (1-7).

Hemostaz sistemindeki mekanizmanin temeli 1892' de Alexander Schmidt ve
1904’de Morawitz tarafindan atilmigtir. O tarihlerde pihtilagsma ile ilgili bilgiler,
ekstrensek sisteminin bag aktorii olan doku faktdriiniin kalsiyum iyonu varliginda
protrombini trombine doniistiirmesi, trombinin de fibrinojeni fibrine doniistiirmesi
seklindeydi. Bu bilgiler giiniimiiz i¢in de gecerli olan bilgilerdir. Trombin 1845

yilinda Buchanan tarafindan tanimlanmistir (3).

1900’ li yillart takip eden uzun bir siiregte pihtilagma mekanizmasindaki
gelismeler, doku faktori yani ekstrensek sistem merkezli olmustur. 1904 yilindaki
bulgular giinlimiizde halen gecerliligini korumaktadir. Altin standart olarak kabul
edilen protrombin zamani testi (PT), teshis ve tedavide kullanilmaktadir. 1947°de
Owren, pihtinin olusmasi i¢in Faktdr V’ nin gerekli oldugunu bildirmistir. Daha
sonra diger pihtilasma proteinlerini takip etmistir. Pihtilasma sisteminde,
protrombinin trombine doniistimii ile ilgili ¢alismalar 1905-1950 yillar1 arasinda
yogun gelismeler saglanmistir. Bugilinkii pihtilasma kaskadinin olusturulmasi 1964’

te Davie ve Ratnoff tarafindan gergeklestirilmistir (8,10).



Hemostaz birbirini takip edep dort asamadan gecerek, kanayan bolgede pihti
olusup kanamanin durmasini ve fibrinolitik sistemle pthtinin eritilerek o bolgedeki

kan akisinin normale donmesidir. Bu asamalar su sekildedir;

+ Damar sistemi

+ Trombositer sistem
4+ Koagulasyon sistemi
+ Fibrinolitik sistem

Bu agamalarin in vivo ger¢eklesmesi Sekil 4.1.1.’de gortlmektedir.
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Sekil 4.1.1. Hemostatik Sistemin Ozeti (32).

Koagiilasyon mekanizmasi intrensek yol, ekstrensek yol ve ortak yol olmak
iizere {ic basamaktan olusur. Instrensek yol, yavas ve dnemli basamaktir. Ekstrensel
yol, hizli ve erken aktive olan basamaktir ve ayrica koagulasyon sistemini baslatir.
Ciinkii, damar duvar ve dokularin hasar veya travmaya ugramastyla baslar, intrensek
yol ise kanin kendi iginde baglar. Son basamak ise ekstrensek ve intrensel yolagin

birlesimi olan ortak yol fibrin yapimi igin gerekli yoldur (Sekil 4.1.1.).

Hemostatik sistem, kanama ve pihtilagmayr icine alan bir kavram olup
fizyolojik bir olaydir. Yukaridaki belirtilen asamalarda bulunan kimyasal
reaksiyonlarin iirtinleri biyokimyasal olarak o6l¢iilebildigi i¢in kanama ve pihtilasma

ile seyredilen hastaliklarin tanisinda ve tedavinin yonlendirilmesinde iyi bir aragtir.



Vaskiler Sistem

Vaskiiler sistem hemostazin ilk asamasidir. Endotel hiicreler hasar gordiigiinde
kanin digar1 akmamasi, endotelden salinan kimyasallar ile damar daralir. Boylece
endotel hiicreler damar duvari ve kan arasinda dinamik olarak gorev alir. Eger bu
dinamik bag1 bozulursa tromboza meyil artar. Endotel hiicreleri, damarlar1 saran ve
subendotel iizerine yerlesen, non trombojenik olan ¢ok 6zel hiicrelerdir. Bu yiizden
dolagsan kan pihtilasmaz. Ciinkii endotel hiicreler, plazma ve kanin hiicresel
elementleri ile reaksiyona girmezler. Subendotelin gorevi kanin pihtilagmasi igin

doku faktoru (FII1), kollajen gibi molekiillerle temas etmesi gerekir.

endotelyum

Resim 4.1.1. Damar duvari tabakalari (3)

Damar duvar1 intima, media ve adventia olmak (zere ¢ katmandan
olusmaktadir (Resim 4.1.1.). Endotel hiicreler ince bir tabaka yapisi olarak damarin
icini kaplayan gok ozellikli hicrelerdir.



Vazokonstriksiyon iglemi trombositlerin iginde bulunan seretonin ve damar
icindeki seretonin yani 5-hidroksi triptamin trombosit membranindan salinan
tromboksan A2 (TXAZ2) ile beraber vazokonstriksiyon islemi gergeklesip daha sonra
trombosit tikact ve piht1 igin fibrin olusumu ile devam eder. Kisacasi, travma veya
damar hasart sonrasi 1-2 saniye iginde zedelenen damarda kaslarin kasilmasina

vazokonstriksiyon denir.
Trombositer Sistem

Endotel hiicreleri kanin pihtilasmasi i¢in pek ¢ok maddeler sentezler ve bunlar
arasinda denge olusturur. Aktivatdr ve inhibitor etki gosteren bu maddeler endotel
hlcrelerin permeabilitesi icin histamin, serotonin, bradikinin gibi maddelere baglidir.
Vazokonstriksiyon isleminde seratonin trombositlerden salinir ve bdylece
trombositlerin agregasyonu safhasina gegilir. Trombositler primer hemostaz yani
kanin pihtisagsmasini baslatan sekonder hemoztazin sathasi olan intrensek yolagi
baslatan kan proteinidir. Trombositler bu sathada adezyon (yapisma), sekresyon
(salgilama) ve agregasyon (kiimelesme) gibi fonksiyonlarda yer alir. Amag burada
hasarli bdlgeyi trombosit tikaci olusturarak ilk pihtiyr yani gevsek pihtiyl
olusturmaktir. Endotel hasarinda adezyon olan trombasitlerden adenozin difosfat
(ADP), serotonin, tromboksan A2, trombosit faktor 4 (TrF4) olusan PDGF (biiyiime
faktorii) sekresyona (salinarak) ugrayip trombositleri sorunlu bolgeye ceker (3,23).

Trombositlerin endotele adezyonu yani yapismasit kollajen, vWF acgiga
cikmastyla olusur. Ayrica GPIb reseptorii trombositlerin adezyonunda primer olarak
gorev alir. Trombositlerin uyarilmasiyla memranda fosfolipaz enzimiyle aragidonik

asitten tromboksan Az (TXAZ2) sentezlenir ve trombosit agregasyonuna neden olur.

Trombositler agregasyonda birbirlerine yapisirlar. Trombosit memraninda
bulunan bazi maddeler (agonistler) glukoproteinlere baglanarak trombosit
agregasyonunu ve ileri aktivasyonunu gergeklestirirler. Trombositler endotel dis1
yuzeyle temas eder ve aktiflesir. Aktiflesen trombositler daha sonra sekresyona ugrar
ve agregasyonla trombosit tikaci yapar ve bu olaya primer hemostaz denir(Sekil
4.1.2).



Trombosit

Sekil 4.1.2. Trombosit aktivasyon olusum asamasi (23).

Koagiilasyon Kaskadi

Koagiilasyon mekanizmasinda biitiinliigiinii saglayan yolaklardan biri de
sekonder hemostazdir. Buna gercek pihti veya kalici piht1 da denilebilir. Bu asamada
kanda bulunan pihtilasma faktorlerinin bulunmakta ve l¢ yolaktan gecmektedir.
Koagulasyon (pihtilasma) kaskatinda pihtilasma faktorleri bulunur ve faktoér (F)
olarak isimlendirilir. Pihtilasma faktorleri bulunus sirasinda gore numaralandirilir.

Romen rakami ile gosterilmektedir (Tablo 4.1.1.)
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Tablo 4.1.1. Pihtilasma faktorleri ve Ozellikleri (3)

NO ADI YAPISI FONKSIYONLARI
Fl Fibrinojen Plazma Ortak yol, fibrin dnciisii, pihtt olusturur
proteini
F 1l Protrombin Vit. K bagimli | Ortak yol, trombin 6ncust,
serin proteazi | lla,l,V,VILVIIIXI,XIII, Protein C ve
trombositleri aktiflestirir
Fl Doku Faktori lipoprotein Ekstrensek yol, VIIa’nin kofaktorii
tromboplastin
FI1v Kalsiyum fyon P1h. fak.lerinin fosfolipidlere baglanmasi,
intrensek yolun ilk iki basamag: digindaki tum
reaksiyonlarin baglatilmasi, hizlandirilmasi, K vit.
bagiml faktorlerin aktivasyonu
FV Proakselerin Seruloplazmi | Ortak yol, X’un kofaktdru, protrombinaz
Labil Faktor n benzeri kompleksini olusturur
protein
F VIl | Prokonvertin- Vit k bagimli | Ekstrensek yol, proenzim, 1X ve X’nu aktiflestirir
Otoprotrombin | serin proteaz
F Antihemofilik faktor | Seruplazmin Intrensek yol, IX’un kofaktéri, tenaz kompleksini
VI A benzeri olusturur
protein
FIX Chiristmas Faktor- Vit k. Bagimli | Intrensek yol, proenzim, X’nu aktiflestirir, VIII’le
Antihemofilik faktor | serin proteaz | tenaz kompleksini olusturur
B- Otoprotrombin 11
F X Stuart-Power Faktor- | Vit k. Bagimli | Ortak yol, proenzim, I1’yi aktiflestirir, V’le
Otoprotrombin 111 serin proteaz | protrombinaz kompleksini olusturur
F XI Antihemofilik Faktor | Serin proteaz | Intrensek yol, proenzim, IX’u aktiflestirir
C Oncusu
F XIl | Hageman Faktor Serin proteaz | Intrensek yol, proenzim, faktér XI,VII ve
prekallikrein’i aktiflestirir
F Fibrin Stabilize Transglutami | Ortak yol, proenzim, fibrin monomerlerini fibrin
X Edici Faktor FSF naz polimerlerine doniisimd, fibrinin capraz

baglanmasi

Von Willebrand Multimerik Trombosit adezyonu,VIII’e ve subendoteldeki
Faktor (VWF) yapida protein | kollajene baglanma, FVIIIc i¢in tastyici protei
Prekallikrein, Serin proteaz | Enzim, XII ve prekallikrein’i aktiflestirir,

Fletcher Faktor

HMWK ’y1 boler

Yiiksek Molekiil
Agirlikli Kininojen
(HMWK)

Baglanma
proteini

Kofaktor, XII, XI ve prekallikrein’in karsilikli
aktivasyonu
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Pihtilasma proteinlerinde 6zel adlandirma da bulunur. Ozellikle kanama
bozuklugunda (kanama diyatezi) belli eden ilk hastaliklarin isimleridir. Ilk bulunan
pihtilasma proteini faktdr I (FI) fibrinojendir. Daha sonra protrombin (FII) yani
faktorll kesfedilmistir. Trombositlerden sentezlenen faktorler ise romen rakamiyla
degil normal sayr ile gosterilir. Ornegin, trombosit faktor 3 (Tr F3) seklinde

pihtilasma sisteminde gorev alir (3,7).

Pihtilagma sistemi oral antikoagiilan kulllanan hastalarin takibi i¢in
kulllanilan PTZ testi ile kontrol edilen ekstrensek sistem ve heparin kullanan
hastalarin takibi i¢in kullanilan APTT testi ile kontrol edilen instrensek sistem olarak
iki sekilde incelenir. Intrensek ve ekstrensek sistem FX aktivasyonundan itibaren

ortak yol olarak devam eder. Asagida bu yolaklar kisaca d6zetlenmistir:

Ekstrensek Yol

Ekstrensek yol, endotel hiicre yabanci yiizeyle karsilasir ve doku faktorii (DF)
tarafindan baslayip erken aktive olur. Doku faktorii (DF) diger adi tromboplastin de
denilmektedir. Hiicre hasar1 sonrasit DF kandan dokulara sizabilmektedir. Boylece
koagiilasyon (pihtilasma) sistemindeki ekstrensek yol baslatilir. Doku faktorii endotel
hasar1 sonrasi dokularda, trombositlerde ve monosit/makrofajlar tarafindan da
sentezlenmektedir. Ayn1 zamanda DF, ekstrensel yolakta fosfolipitler ile dnemli bir
proteolitik enzim igeren bir lipoprotein kompleksidir. Bu yolakta Faktor VII (F VII)
bulunur ve DF ile aktifleserek (FVIla) Cat++ iyonu varliginda ekstrensek sistemin
kompleksi olusturur. Doku fakt6rii hem direkt olarak, hem de indirekt FIX'u aktive
ederek FX'u FXa'ya doniistiiriir yani aktiflestirir. Bundan sonraki kisim intrensek ile
ortak yolla koagulasyon kaskadi devam eder. Aktiflesmis Faktor X, ortamdaki
fosfolipitlerle birlikte FV ile birleserek protrombin aktivatorii adi komplexi olusturur

ve protrombinin (FII) trombine (FIla) doniistimii saglar (Sekil 4.1.3.).

Doku Faktéri; Hemostaz sistemi icinde koagilasyonu (pihtilasmay1) ilk
baglatan, sorumlu bir transmembran glikoproteini olan doku faktoriidir. Doku
faktorii diger adi tromboplastin, bir apoprotein kismi ve parsiyal tromboplastin

aktivitesinin ekspresyonu icin gerekli olan bir fosfolipid kismindan meydana gelir.
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Endotel hiicre hasari olusumda, ilk doku faktorii (DF) kana sizar ve Ca*™* varhiginda

Faktor VIla (FVIIa) ile bir araya gelerek kompleks bir yap1 olusturur.

Bu olusum, ekstrensek yolun baslanmasi ve ayn1 zamanda intrensek yolda
Faktor IX (FIX)’u aktiflestirir. Boylece primer pihtilasmadan sekonder pihtlasmaya
gecis saglanmistir (Sekil 4.1.3.).

Hicre membrani
Sekil 4.1.3. Bir Transmembran Protein Olarak Doku Faktori (9)

Siteplarma

Doku faktorii, kan damarlarinin adventia tabakasindan ve epidermal, stromal,
glial hiicreleri tarafindan sentezlenir. Pihtilasma proteinleri yapisal homoloji
gosterirken, sadece doku faktorli Tip 2 sitokin reseptorleri ile homoloji gosterir.
Doku faktorii (TF), birgok dokuda bulunan bir transmembran proteinidir ve gesitli
biyolojik reaksiyonlarda aktiftir. Sitokin, reseptor stiper ailesinin bir Gyesidir ve bu
0zellik nedeniyle CD 142 olarak adlandirilir. TF ayrica pihtilagsma sisteminde Faktor
II olarak bilinir ve FVII / Vlla'ya baglanir. TF ve FVIla kompleksinin hem
prokoagiilan hem de sinyal aktiviteleri vardir. Ekstrensek sistem, damar hasari
sonucundaki kanamalarda ve damar disindaki DF ile temas durumunda pihtilasma
siirecini baglatir. DF aktif olup FVII ile baglandiginda, hizli1 bir sekilde FVIla'ya
doniistiiriilir. FVIIa-DF kompleksi, FIX ve FX’u aktiflestirmektedir. Pihtilagsma
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sistemde koagiilasyon kaskadi pihti olusumu i¢in ¢ok onemlidir. Koagiilasyon
kaskatinda Ca iyonu kofaktor olarak faktorlerin aktiflesmesinde rol alir. Sadece
ekstrensek sistemde Ca*™* yer almaz. DF, ekstrensek ve intrensek koagulasyon
mekanizmasinin tetikleyicisi durumunda olup, yasamsal organlari tehdit eden
arteryal tromboembolismin ve koagulasyon inflamasyon olaylarinda 6nemli yer tutar
(9,11,13,14,25).

intrensek Yol

Koagiilasyon sisteminde bu yol kanin travmaya ugramasi ya da kanin
travmatize bir damar duvarindaki kollajenle temasi sonucu baslar. Kanin yabanci
yizeyle karsilasmasi ile bu yolakta ilk FXII (Faktor XII) ve trombosit
fosfolipitlerinin aktiflesmesine ve trombosit fosfolipitlerinin serbestlesmesine neden
olur. Damar hasarinda subendotel veya derin tabakalarda bulunan kollajen hem FXII
hem de trombositler i¢in giiclii bir uyaricidir. FXII ayni zamnda endotelde bulunan
yiikksek molekiil agirlikli kininojen (HMWK) ve kollajenle reaksiyona girer ve
aktiflesmis FXII (FXIla)’ye doniisiir. Bununla birlikte prekallikrein, kallikreine

dontisiir ve FXII’nin aktifliginde rol oynar.
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Sekil 4.1.3. Koagiilasyon kaskadi ve fosfolipid, Ca*™ bulundugu basamaklar
(Kaynak 12’den modifiye edilmistir.)

Bir damar hasarinda bu yabanci yiizey, subendotel veya daha derin tabakalarda
bulunan kollajendir. Kollajen hem FXII hem de trombositler i¢in gii¢lii bir uyaricidir.
Bu sekilde uyarilan FXII pihtilasma sisteminin baglamasi i¢in tetigi ¢ekmis olur. FXII,
endotelde bulunan yiliksek molekiil agirlikli kininojen (HMWK) ile reaksiyona girer.
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Daha sonra prekallikrein ve FXI ile reaksiyona giren FXII, bu reaksiyonlar sonunda
FXT'i aktiflestirmis olur. Diger adi Hegaman faktorii olan FXII sekonder hemostazin
baslama tetigidir. FXIla’ da FXI'1 aktiflestirir ve FXla’da, FIX'u aktiflestirir (FIXa).
Sekil 4.1.3.’de gosterildigi gibi daha sonra FXa i¢in FIXa ve FVIIIa’nin da katildig
reaksiyonda yine trombosit fosfolipitleri ve travmatize trombositlerden salinan
“trombosit faktor 3’ (TrF3) birlikte etki gostererek FX’u aktive ederler. FXIla’nin
baslattig1 insrensek yoldaki zincirlerle faktdrlerden her biri kalsiyum iyonu ve diger
faktorler ile etkilesime girip kendinden sonraki faktori aktive eder. Ca™ iyonu diger
ad1 faktor FIV olup ayn1 zamanda ekstrensek ve ortak yolda reaksiyon zincirinde
bulunur. Intrensek yolun son basamagi ve ekstrensek yolun son basamag birlesirler,

ortak yol baglamistir (3).

Ortak Yol

Bu yolda hem intrensek hem de ekstrensek yolun kompleksidir ve faktor X
(FX) icin substrattir. FX aktiiflesereck Ca™ , membran fosfolipidleri ve Faktér V
(labil faktorii) yardimlari ile protrombini (FII) trombine (FIla) doniistiirtir. Kalsiyum
iyonu bu yolda her asamada gereklidir. FlIla ise pihtilasma faktorlerinin son
basamagi olan fibrinojenin (FII) fibrine doniismesini baslatir. Ayrica Flla trombosit
agregasyonunun iyi bir uyarici etkisi vardir. Buradan da fibrin peptid zincirleri
koparak fibrin monomerleri (Fla) olusur. Bu fibrinin ¢oziinmemesi ig¢in fibrini
stabilize eden faktoriin (FSF) yani FXIII, trombinle aktifleserek (F XIIla) olusarak
polimerize olup boylece suda ve plazmada ¢oziinmeyen forma doniisiir. Fibrin,

hasarl1 bolge iyilesene kadar ¢6ziinmemektedir.
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Flla aynm1 zamanda pihtilasma sisteminde prokoagulant ve antikoagulant
olarak islevde bulunan bir molekiildiir. Trombinin pihtilagsma sisteminde ayni anda 5

farkl etki olusturmaktadir. Bu 5 farkl: etki siralama su sekildedir:

X/
°e

FI (fibrinojen)’den FIla olusumu

>

%  Faktor III etkisi ile fibrin polimerizasyonu olusumu

7
L X4

FV ile FVII kompleksi (bu etki protein C vasitasi ile yapar)

X/
°e

Instrensek sistemin baslatan FXII'yi aktiflesmesi

X/
°e

Protein C aktivitesi

Hemostaz sisteminde hasarli bolgede kanin pihtilasmasini aktive eden birgok
faktorler vardir. Aym1 zamanda 50’den fazla da kanin pihtilagmasini etkileyen
maddelerin bulundugu gorilmistiir. Bunlar pihtilasmay1 inhibe edenlerdir ve bu
maddelere antikoagilan denir. Yarali bolgede akan kanin pihtilasip pihtilasmamasi,
bu maddeler arasindaki etkilesime baghdir. Koagiilasyon faktorlerinin arasinda ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda olan ve bunlarin yiiksek seviyede glukozillenmis bir
plazma proteinleridir. Doku faktorii disindaki pihtilasma faktorleri plazmada bulunur

ve aktiflesmeleri i¢in bir proteolitik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar.

Fibrinolitik Sistem

Hemostaz sisteminde pihtinin olugmasi statik degil dinamik bir olaydir.
Olusan fibrin pihtis1 belirli bir zaman sonra ¢oziinmesi ve oradaki kan dolagiminin
eski haline gelmesi gerekir. Hemoztaz sisteminde bu olaya fibrinolitik (fibrinoliz)
sistem denir. Baska bir ifadeyle damar duvarinda olusan fibrin pihtinin erimesi
olaymma denir. Fibrinolitik sistemde ilk aktif gorev yapan plazminojen bir
proenzimdir. Plazminojen, plazmine doniisiir. Plazmin de fibrini parcalar ve fibrin

yikim iirlinleri meydana gelir. Bu aktivasyonu saglayan iki enzim vardir.

Bunlar doku plazminojen aktivatori (tPA) ve (rokinaz aktivatorleridir ve

mekanizmada gorev alir. Doku plazminojen aktivatorii (tpA) molekiil agirhig 70
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Sekil 9: Fibrinolitik sistemde aktivaidr ve inhibitéirlerin etkisi ile fibrin olusumu (84,

Sekil 4.1.4. Fibrinolitik sisteminde aktivator ve inhibitor etkileri (Kaynak 3’ten
modifiye edilmistir).

KDA olup fibrin molekiilindeki bir dizi bagi hidrolitik olarak parcalar ve olusan
urunler monosit-makrofajlar tarafindan uzaklastirilir. Aktif plazmin, plazmin
aktivator inhibitora (PAI) ve alfa2-antiplazmin antifibrinolitik ajanlardir. Bu ajanlar
plazmin ve plazminojeni inaktive eder. Ayrica fibrin tarafindan tutulan plazmin,
alfa2-antiplazmin etkisinden substrati olan fibrin yoluyla korunur ve olan pihtiy1
cozene kadar aktiftir. Instrensek yoldaki pthtilasma faktdrleri olan FXII, kallikrein ve
HMWK gibi pihtilagsma temas faktorlerinin aktivasyonu ve plazminin olusumunda
etkilidir. Asagidaki sekillerde fibrinin ¢6ziinmesi ile ilgilili  mekanizma

gorilmektedir.

Bir Safhali Protrombin Zamam Testi (PTZ)

Kan bozukluklarinin tespitinde klinik testlerin 6nemi biiyiiktiir. Damar digina
alman kanin, cesitli aktivator maddelerle pihtilasma siireleri 6lgiilerek yapilir.
Koagiilasyon sistemi ve kullanilan testler asagida Sekil 4.1.5.2.’de gosterilmistir.

Bizim ¢alismamizda kullanilan test Protrombin zamani testi (PTZ) dir.
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Bu test ekstrensek sistemi gostergesidir ve doku faktori (DF) kullanilir.
Laboratuvarlarda in vitro sartlarda DF ve Ca*™ iyonu ilave edip pihtinin olugma
stresi 6lculur. Bu test oral antikoagulan - 6rnegin varfarin (kumarin) - kullanan
hastalarin tadavi siirecinde takip testidir. Asagidaki sekilde ekstrensek pihtilasma

sistemin akis semasi ile pithtilagma faktorleri goriilmektedir.

FVIla: Doku Faktorii

Ca—
FX FXa
FWa Ca™
Fosfolipid
Protrombin = Trombin
Fibrinojen Fibrin

Sekil 4.1.5. Protrombin zamant testinde gergeklesen reaksiyonlar (3).

PT testinde kullanilan kanin pihtilasmamis olmasi istenir. Normalde plazma
icinde pihtilasma proteinleri kalsiyum iyonu ile baglanip pihtilagir. Kalsiyum
olmadigr zaman kan higbir sekilde pihtilasmaz. PT testi icin kan plazmasinin
pihtilagsmasi istenmez. Alian kanlar sodyum sitrat veya etilen diamin tetra asetik
asid (EDTA) icerikli mavi tuplere konulur. Yani kanda kalsiyumu baglayan ajanlar
kullanilir. Bu nedenle belirli konsantrasyonda sodyum sitrat ve EDTA’l1 ¢ozeltiler

laboratvuarda antikoagulant olarak kullanilmaktadir.

Bu test Quick’in 1950’li yillarda tarif ettigi metoda gére yapilan ve bugln hala
cok gecerli olan bir yontemdir. Hastalardan alinan kan plazmasi kullanilarak
tromboplastin aktivitelerine bu yontemle bakilir. Tromboplastin kaynagi doku
homojenatidir ve sigir, kuzu, koyun akcigerlerinden ve beyinden elde edilir.
0,02M’lik CaCly ¢ozeltisi ilave edildikten sonra pithti olusumu (fibrin) icin gegen

stire kronomete ile tayin edilir. Tromboplastin aktivite ile siire ters orantilidir.
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Normal sartlar altinda saglikli kisilerde protrombin zamani 11-16 saniye (sn)
arasinda degisir. Tromboplastin aktivitesi kaynagina gore bazen fazla bazen de az
aktif olabilir. Bu yilizden her laboratuvarin kendine gbre olusturdugu

standardizasyonu vardir.

Quick metodu (1935) bir sathali protrombin zaman1 (PT) ¢ok pratik bir testtir.
Her laboratuvarin kullandig1 tromboplastin farkli oldugundan bir standardizasyona
gidilmistir.

ISI= International Sensitivity Index

INR= International Normalized Ratio

Biyokimya laboratuvarlarinda sonuglar farklilik gostermektedir. Bu ytizden
yukardaki yukardaki ISI ve INR’ ye gore standardizasyon getirilmistir. Normal PT
12 sn ve hastaninki 24 sn ise bunlarin birbirine boliimii 24:12=2.0 olur. Deger oran

olarak verilmistir. Fakar ISI katsayisida gozardi edilmemelidir.
INR= (Hasta PT/Normal PT) 1s1

ISI = Laboratuarin tromboplastini/Standart tromboplastin
Quick metodu ile yapilan bir safhali protrombin zamani testi (PTZ) manuel

veya fotooptik yontemlerle yapilabilir.

Tromboplastin yukarida da belirtildigi gibi farkl kaynaklarda alde edilebilinir.
Sonuglar farkli ¢ikacagindan degerlendirme sisteminde olusan karigikligi ortadan
kaldirmak, 0zellikle oral antikoagulan tedavide belirli standartlari saglayabilmek igin
INR (uluslararasi normallestirme orani) sistemi kullanilmaya baglanmistir. INR
hasta protrombin zamaninin normal kontrolun protrombin zamani ile kiyaslanmasi ve
bu degerin ISl uluslar zamaninin normal kontrolun protrombin zaman ile
kiyaslanmasi ve bu degerin ISI (uluslararasi duyarlilik indeksi) iissliniin alinmasi ile
hesaplanir. ISl ise laboratuvarin tromboplastininin Standart tromboplastine
oranlanmasi ile elde edilir. Hesaplanmasi1 karmasik matematiksel islemler ve genis
mukayeseli caligmalar gerektirdiginden bu deger tromboplastin ayiracini hazirlayan
ticari firmalar tarafindan bildirilir. INR hesaplanmasindaki amag oral antikoagiilan
kullanan hastalarda monitorizasyonunun saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesidir. INR

hemostaz sisteminde veya trombotik durumlarin baglangici i¢in kullanilmamalidir.
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INR, pihtilagma faktdrlerinin plazma yarilanma siireleri farklidir. Bunun nedeni
oral antikoaglan tedavisinin erken evrelerinde sadece F VII (zerindeki etkiyi
aksettirebildiginden dogru sonug¢ olmayabilir. Hasta stabil bir evreye gegtiginde INR
degeri daha guvenilirdir. WHO biyolojik standardlarina gore sinirlar 2-4 arasinda
olmalidir. Asagida protrombin zamani testinin degisik ifadeleri goriilmektedir (Tablo
4.1.2)).

Tablo 4.1.2. Protrombin Zaman1 Testinin Degisik ifadeleri (3).

PT PT PT (%) Aktivite INR
Oran Zaman indeks
1.0 12 100 100 1.0
11 13.2 91 74 1.2
1.2 14.4 83 57 15
1.3 15.6 77 48 1.8
14 16.8 71 41 2.2
15 18 67 35 2.7
1.6 19.2 62 31 2.9
1.7 20.5 59 28 34
1.8 21.6 56 25 3.9
1.9 22.9 53 23 4.4
2.0 24 50 21 4.9
2.1 25.5 48 20 5.5
2.2 26.5 45 185 6.1
2.3 27.6 43 174 6.8
2.4 28.8 42 16.4 7.5
25 30 40 154 8.2
3.0 36 33 12 125

PT: Protrombin zamani INR: Internasyonal normallestirme orani
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Sekil 4.1.6. Klinikte kullanilan baz1 pthtilagsma testler (5,7,24,26).

4.2. K Vitaminine Bagh Pihtilasma Faktorleri (3,27-36)

K vitamini, saglik icin olduk¢a 6nemli ve eksikliginde ciddi sorunlara yol
acabilir. K vitamini 1929 yilinda Danimarka’li Henrick Dam tarafindan tavuklar
tizerine yapilan bir ¢alismada yagsiz yemlerle beslenen tavuklarin kanama yiiziinden
oldigiini gozlenmis ve tesadiifen kesfetmistir. Bu yizden K vitamini yagda eriyen
bir esansiyel vitamin oldugu sodylenmistir. “K” harfi Danimarka dilinde
“Koagulation” anlamina gelen pihtilagma demektir. Baska bir ¢aligmada yesil
yaprakli kaba yonca ile beslenen grupta kanama olmadigi goézlemlenmis ve
besinlerde antihemorajik (hemostazi destekleyen madde) bir faktoriin varligini
kesfedilmistir. K vitamini karacigerde ilk defa karboksilaz enzim aktivitesi 1975

yilinda tespit edildi.
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K vitamininin enzimatik reaksiyonlarda 6nemli gorevi vardir. K vitaminine bagh
bazi pihtilagsma proteinlerin biyosentezi sirasinda proteinde bulunan glutamik asidin
(Glu), y-karboksi glutamik aside (Gla) donustigl reaksiyondur. K vitamini
pihtilagsma sistemi tizerine kesfedildikten sonra biyolojik olarak 6nemli ¢aligsmalar

yapilmistir:

e Kalsiyum metabolizma diizenlenmesinde, hiicre blyumesinde, oksidatif stres,
inflamatuar reaksiyonlar

e K vitamin antikoagulasyonlarda farmakolojik ajanlar yoniinden taninmasi

e Protein-memran arasindaki baglilik i¢in proteinlere metal baglama
ozelligiinde olan y-karboksi glutamik asidin kesfi

e K vitaminine bagli ptoteinlerin biyozsentezinde y-karboksi glutamik
asidin(Gla) kesfi

e Pihtilasma sisteminde glutamik aside CO2 baglanmasini katalizleyen bir
enzimatik aktivitenin (K vitaminine bagimli karboksilaz) bulunmasi

e Pihtilasma sisteminde proteinlerin (K vit. Bagli) sentezi sirasinda propeptid

basamaginin saptanmasi

K vitamini normalde dogada iki sekilde bulunur. Yagda ¢ézlndr olup Ky vitamini
ve K> vitaminidir. Daha sonra sentetik olarak Kz suda ¢ozinir formu olup viicuda
alindiginda karacigerde K> vitaminine doniistiiriiliir. K vitamininde kinon halkas1

bulunur (Sekil 4.2.1.).

v Kjvitamini (fillokinon) bitkilerde vardir. Insan diyetinin ayrilmaz pargasidir.
v' Kz vitamini (menakinon-n) genellikle bakteriler tarafindan sentez edilir.

v' Kz vitamini(menadion) sentetik olup viicutta K>’ ye doniisiir.
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Sekil 4.2.1. K vitaminin yapisal formlari (3)

K vitamini kivi, avokado, yesil iiziim, brokoli, 1spanak, ve marul gib bircok
sebze ve meyvelerde bulunur. Ayni1 zamanda kanola, soya fasulyesi ve zeytinyagi
gibi yaglarda da bulunmaktadir. Diyetle alinan bitki kaynakli K1 vitamini ve bakteri
kaynakli Ko vitaminleri farkli etkiler gosterebilir. Asagida bazi besinlerde K

vitamini miktarlar1 bulunmaktadir (Tablo 4.2.1.).

K vitaminlerin emilimi bagirsaklarda gerceklesir. Bagirsak hiicrelerine gelen
K vitaminleri silomikronlar araciligiyla lenf sistemine, oradan karacigere daha sonra
da kana geger. Ki vitamini ve Kz vitaminin emiliminde safra tuzlar1 ve yaglarin
Oonemli yeri vardir. K3 (menadion) suda ¢6ziinen bir vitamin oldugu i¢in emilimi safra
ve yaglara bagli degildir. Giinlik K vitamini ihtiyac1 diyetle 70-140 mikrogram

olarak kabul edilmektedir.
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Tablo 4.2.1. Bazi Besinlerin Vitamin K Degerleri (ug /1009 da)(3)

Besin Miktar Besin Miktar
Tereyag1 30 Peynir 35
Inek siitii 1 Insan siitii 0.3
Yumurta 11 Dana Karacigeri 92
Tavuk Karacigeri 7 Domuz Karacigeri 25
Misir Yagi 3 Aygicegi Yagi

Soya Fasulyesi Yagi 193 Ekmek

Yulaf 10 Piring

Beyaz Un 4 Kepekli Un 17
Yesil Fasulye 40 Brokoli 175
Marul 129 Peas 29
Patates 1 Ispanak 415
Domates 10 Salgam 650
Muz 2 Portakal 1
Seftali 8 Cilek 10
Kahve 38 Yesil Cay 712
Tatin 5000 Kola 2

K vitamininin biliylikk bir kismi karacigerde depolanir ve kalan kisim
lipoproteinler tarafindan diger dokulara transfer edilip K2 vitaminine katilacaktur.
Karaciger K1 vitamini ve Kz vitamininin uzun zincirli formlarin1 depolar (61). K
vitaminlerin depolama miktarlar1 her organda ayni degildir. Bu nedenle, K vitaminin
eksikligi tiim dokular1 esit derecede etkilemez. Karaciger, K vitamini yetersizlik veya
eksiklik durumunda etkilenen en son organdir. Ciinkii depolama yeri genel olarak
buradadir. K vitamini eksikliginde yapilan calismalarda kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, yumusak doku kalsifikasyonu ve osteoporoz gibi hastaliklarla iliskisi

oldugu tespit edilmistir.

K vitamini geri doniistimlii olup viicutta tekrar kulanilabilir. Viicudun ihtiyaci
kadar K vitamininin geri donisiimi saglanir. K vitaminine bagli pihtilagsma
proteinleri genel olarak iki grubta incelenebilir. Bunlar kan pihtilasma proteinleri ve
diger proteinlerdir (Tablo 4.2.2.).
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Tablo 4.2.2. K vitaminine bagimli proteinler (3)

Pihtilasma Sistemi Proteinleri

Diger Proteinler

Protrombin (FI1)
Faktor VII
Faktor 1X
Faktor X
Protein C
Protein S
Protein Z

Osteokalsin

Matriks Gla proteini

Nefrokalsin

Prolince zengin Gla Proteini 1 (PRGP 1)
Prolince zengin Gla Proteini 2 (PRGP 2)
Plak Gla Proteini

Gas 6

“Conantokin” G
“Conantokin” T
K vitamini karboksilaz enzimi

Protrombin(FIl), Faktor VII, Faktor IX ve Faktor X ile antikoagulan olarak
gbrev yapan protein C ve protein S hemostaz sistemine hemostaz ve tromboz
sisteminin iglem yapabilmesi igin bilinen K vitaminine bagimli proteinlerdir. Sekil
4.2.2.°de goriildigii tizere K vitamini hucrelere girer ve hedef proteinler igerisinde
bulunan glutamat kalintisin1 karboksilatlayan yani y-karboksi glutamik asidin (Gla)
olusumunu saglar ve bu proteinlerin kalsiyuma baglanmasi i¢in bir kofaktor islevi
goriir. Bu reaksiyon endoplazmik retikulumda gerceklesir. Daha sonra diyetle alinan
K vitamini, rediiktaz enzimi ile indirgenmis formu olan hidrokinona (KH2) doniisiir.
Clnkd hidrokinon y-karboksi glutamik asidin(Gla)’in gergeklesmesi igin proteinlerin
Glu ucuna bir karboksil grubunun baglanmasinda gorev alir ve bu olusum sirasinda
CO2 ve 02’ de bulunur. K vitamini geri doniistimliidir. Bu yizden antikoagulan
kullanan kisilerde varfarin (kumarin) gibi ilaglar bu dongunun antagonistidir. Sekil
4.2.2°de gorildigi tizere bu dongiide varfarin, K vitamini epoksit rediiktazin
antagonistidir ve K vitamininin geri doniisiimiine miidahale eder. Ayrica yapilan bir
calismada kumadine (varfarin) direncli olan farelerin karacigerde hidrokinonun
anlamli derecelerde bulundugu kanitina varilmistir. Bu da varsayimlarin dogrulugunu
desteklemistir. Baska bir c¢alismada ayrica, y-karboksi glutamik asidin (Gla)’in
bircok karboksilasyonu katalizleyen, ¢cok 6nemli bir enzim oldugu kanitlanmistir.
Asagida K vitaminin donglsu sematize edilmis ve K vitamininin karboksilazyonu

gosterilmistir.
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Sekil 4.2.2. K vitaminin aktive ve inhibe eden reaksiyon ve enzimler (27)
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Sekil 4.2.3. K vitamini karboksilazyonun kimyasal yapisi ( 3)

Sekil 4.2.3.’de sigir protrombininden gama karboksiglutamik asid iceren bir tetra

peptid izole edilmis fakat bu tetra peptidin dikumarol ile beslenen sigirlarda olmadigi
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goriilmiistiir. Boylece, K vitamininin postranslasyonal modifikasyonda gorev
yaptigini1 anlagilmistir. K vitamini protrombinden baska F VII, IX, X, protein C’nin
postranslasyonal modifikasyonunu yapmaktadir. Daha sonra birgok yeni proteinlerin
de Gla icerdigi gosterilmistir. Koagulasyonda yer alan bu proteinlerin bir kismi

prokoagulant bir kismi ise antikoagulan 6zellik gostermektedir.
K vitamini inhibitorleri

K vitamini antagonisti olarak sentez edilen komarin tlrevleri (Varfarin,
dikumarol gibi) koagulasyon proteinlerinin karboksilasyonunu yani Gla proteinlerin
olusumunu engel olmaktadir. Oral antikoagulanlar kanda pihtilagmay1 6nlemek igin
trombus riski olan hastalarda daha c¢ok tedavi amagli kullanilir. Koagulasyon
faktorlerinin etkisini azaltarak pihtilasmaya meyili yani trombus olusumunu
azaltmaktadir. Bu hastalarda protrombin (FII) sirekli olarak kontrol edilir.
Protrombin zamani, ekstrensek pihtilasma zamaninin gostergesidir ve saniye olarak
Ol¢iilir. Burada hastanin ekstrensek pihtilagma siiresinin normalin altinda olmasi
istenir. Eger anormal bir durum oldugunda ilaglarin dozu ayarlanir.  Oral
antikoagulan olarak verilen varfarin gibi ila¢larin dozu buna gore ayarlanir. Gegici

olarak bu ilaglarin etkisi 12-24 saat araliginda siirmektedir (Sekil 4.2.4.).
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Sekil 4.2.4. K vitaminine bagh pihtilasma faktorleri aktivasyonu ve
inaktivasyonu (3)

K vitamini eksikligi goriildiigi zaman K vitamini tedavisi yapilir 6zellikle yeni
doganlarda kanamalar gorilmektedir. Eger tedavi diizelirse K vitamini eksikligi
oldugunun gostergesidir. K vitaminine bagimli pihtilasma faktorlerinde eksik olan
durumlar ve K vitaminine baglh proteinlerin baz1 6zellikleri asagida Tablo 4.2.3’de

ve Tablo 4.2.4. belirtilmistir:
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Tablo 4.2.3. K vitaminine bagimli pihtilagma faktorlerinde eksik olan durumlar (3)

Yeni doganlarda gorulen kanamalar

Diisiik yagh diyetle beslenmek, malnutrition

Cesitli nedenlerle safra yolunun tikanmasi

Cesitli malabsorpsiyon (emilin) bozukluklar1

Karaciger hastaliklar

Kumarin (varfarin) benzeri oral antikoagulan kullanilmasi.

Sefalosiporinler gibi genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanilmasi

Yiiksek dozda A ve E vitaminlerinin alinmasi

Tablo 4.2.4. K vitaminine bagimli koagiilasyon proenzimlerinin bazi dzellikleri (3)

Faktorler Proteinler

Ozellikleri 1 X IX VI C S M Z

. 100 20 3 1 10 1 <1 <1
Plazma Miktan

(ug/ml)
72 4 7
Molekiler 55 55 6 5 69 50 55
Agirhik (kDa)
+ + +
Korbohidrat 8 13 26 13 8
Yizdesi
e 1 2 1 1 2 1 1 1
Peptit Zinciri

10 12 12 10 11 10 + 13
Gla Sayis1




4.3. Kollajenin Yapisi ve Ozellikleri

Kollajen, insan ve hayvanlarda bulunan bir glikoproteindir. Daha ¢ok kemik,
deri ve tendon gibi bag dokularinin yapi tagidir. Viicudun toplam proteine orani
kadar %60’1 kadar kollajen igerir.  Kollajen molekiilleri tglii polipeptid alt
birimlerinden olusan a-zincirleri sarmal sekilde kendi etrafinda donerek molekiil
olustururlar. Sekil 1 de goriildiigi tizere bu sarmal zinciler tropokollajen heliksleri,
bunlarda mikrofibriller, mikro fibrillerini daha sonra da makro fibrilleri olusturular.
Makro fibriller de bir araya gelerek kollajen fibrillerini meydana gelirler. Yapilan
calismalara gore kollajenin tek bir tip protein olmadigi ve yaklasik olarak 27 tip

kollajen tespit edilmistir (9). Asagida kollajenin yapis1 ve tipleri gosterilmistir.

Mikrofibriller
' 22+ Tropokollajen

-

. heliks
‘:ﬁ\
\:\Q\\

*J/_ ' e g . Polipe_ptid. \{r\;!
= L ravss a-zincirleri %‘a:

Makrofibriller ™~ 7 %665

Sekil 4.3.1. Kollajen Proteinin Molekiiler Yapisi ( 38).

Tablo 4.3.1. Kollajenin gruplandirilmasi (9)

Kollajen Bulundugu Yerler

Tip | Bag doku; Deri, kemik, tendonlarda
bulunur.

Tip 1l Kikirdak Dokularda.

Tip 11 Yasa bagli olarak degisiklik gosteririr. Cok

geng ciltlerin yarisini olusturabilir ama
zamanla %5-10’a diiser.

Diger Tipler Cok diigiik miktarlarda ve ¢ok spesifik organlarda
bulunur.
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Kollajenin en 6nemli yapi tas1 yukarida da denildigi gibi tropokollajendir.
Cunku tropokollajen 3 farkli polipeptid (o-zincirleri) bir araya gelip sarmal sekilde
donerek olusur. Her bir polipeptid zincirinin molekiil agirligr yaklasik 100 000
g/mol’dir. Bu zincirlerin genel aminoasit siralamasi GLY-X-Y seklindedir. Bu
aminoasitler arasinda H baglar1 bulunur. Glisin (GLY), her 3 aminoasitten biri olup
sarmal yapinin olusmasinda 6nemli olup kollajen molekuliin karakteristik 6zelligini
belirler. GLY-X-Y diziliminde X ve Y ¢ogunlukla prolin (PRO) ve hidroksiprolin
(HYP)’dir. HYP ise prolinin hidroksillenmis halidir. Amino asit dizilimindeki GLY
yalnizca %33’0n0, PRO ve HYP ise %22’ sini olusturur. X ve Y yerine triptofan
(TRP) ve sistein (CYS) aminoasitleri disinda DNA tarafindan kodlanan baska
aminoasitler yer alabilirler. Kollajen yapisinda az bulunan aminoasitler metiyonin
(MET), fenilalenin (FEH), histidin (HIS) ve trozin (TYR) dir. Kollajende PRO ve
HYP oran olarak bulundugu kaynaga baglh degisir. Kollajen ve jelatinin miktarini
HYP belirlemektedir. Kollajenin olusmasinda baglar 6nemli rol oynamaktadir.
Glisin- prolin — hidroksiprolin arasinda hidrojen baglari ile bu ti¢ dizilim olusur ve bu
da kollajen yapinin saglamliginin bir gostergesidir. Alfa zincirleri arasinda ise su ile
yapilan hidrojen baglari da 6nemli yer tutar. Alfa zincirinde bulunan yan gruplarda
iyonik etkilesim (asidik veya bazik) oldugundan kollajen molekiil olusumunda
onemlidirler. Ayrica kollajen molekuliinde lisin LYS’ler kovalent ¢apraz baglarla
baghdir. Kisaca kollajen molekiilii ve kollajen fibrilleri (molakiiller arasi ve
molekdiller ici) kollajen yapisinin saglam ve karali yapida olmasi bu ¢apraz baglara
borgludur (Sekil 4.3.2).
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Sekil 4.3.2. Kollajende molakiiler diizeyde ¢apraz baglarin goriiniimii ( 16,40)

4.4, Jelatinin Yapis1 ve Ozellikleri (16,37-45)

Jelatin genellikle, si8ir ve domuz gibi hayvanlarin bag dokularinda bulunan
kollajenin kismi hidrolizi ile elde edilen bir proteindir. Kollajen, deri, kemik,
kikirdak ve tendon gibi dokularda bulunmaktadir. Kollajen asit ve baz ¢ozeltiler ile
muamele edilip A tip ve B tip jelatin elde edilir. Kollajen jelatine doniistiiriiliirken 6n
muamele (asit veya bazik) ve ekstraksiyon ile uygulanan 1sil islemlerle, molekiil i¢i
ve molekiiller aras1 H ve kovalent baglar kopar ve boylece kollajenin tiglii sarmal
yapist bozulur. Amino asitler arasinda kovalent baglarda kopmalar meydana gelir.
Bu sarmal yap1 ¢cubuk seklinden yumak seklindeki bir yapiya doniisiir. Artik bu yap1
suda ¢ozliniir formda jelatin adin1 alir. Jelatinin elde edilmesindeki amag kollajenin
suda c¢oztinmeyen formundan hidroliz edilerek daha kuguk formuna getirilmesidir.
Jelatinin, kollajen tiplerinden dolay1 protein igerigi degismektedir. Kollajenin tipine
gore jelatinin protein igerigi de %85-%92 arasinda degismektedir. Kalan diger
kisimlar mineral tuzlar1 ve kurutma islemi sonrasinda kalan sudur. Ayni1 zamanda
kollajenin molekiil agirligi normalde 300-350 kDa arasinda iken bu deger jelatinde

10-65 kDa arasinda goriilmektedir. Jelatinde bazi1 amino asitler yok denecek kadar
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azdir. Bunlar, metiyonin, sistein ve tirozin aminoasitleridir ve triptofan ise hic
bulunmamaktadir. Bu sebeple jelatin besin degeri zengin olmamakla beraber kivam
arttirici, yapistirict, jellestirici ve su tutma 6zellige sahip iyi bir hidrokolloiddir (Sekil
44.1.).

Jelatin, kollajene goére ¢ok daha fonksiyonlu yapi olusturur. Ticari olarak
daha ucuz ve biyouyumlu, biyog¢Ozuniur olmasi ve cesitli 6zelliklerde bulunmasi
jelatinle ilgili daha ¢ok arastirma yapilmasina olanak saglayan bir hidrokolloiddir.
Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica modern ilag¢ ve fotograf

endiistrisi ve saglik alaninda da yerini almistir.
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Sekil 4.4.1. Kollajen ve Jelatinin Biyopolimer Olusumu (43)
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4.4.1. Jelatinin Pihtilasma Sisteminde Etkisi

Hemostatik ajan olarak kullanilan jelatin, diisiik toksisite, biyouyumluluk,
biyobozunurluk 6zellige sahip ve diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle hemostatik bir

malzeme olarak ¢ok dikkat ¢ekmistir.

Jelatin suda ¢oziinebilen kimyasal yapisindan kaynakli emilebilir bu yiizden
trombosit agregasyonunda aktive edebilme 6zelligi tasimaktadir. Ayn1 zamanda bu

ajanlar genellikle birgok ¢esit dogal polimerle karistirilabilir.

Hemostaz sisteminde asir1 kanamalar 6liim nedeni olabilmektedir. Asir1 kan
kaybinin azaltilmasi birinci dnceliktir. Gegmis yillarda ve gliniimiizde kullanabilirligi
halen siirdiiriilen kanama komplikasyonlarini azaltmak adina hemostatik ajanlar
kullanilmaktadir. Bu ajanlar ayn1 zamanda iyi biyouyumluluga sahip, kullanima
hazir, hafif ve aym zamanda ekonomik olarak ucuz olmasi agisindan tercih
edilmektedir. Hemosatik ajanlar jelatin kitosan gibi ajanlar kullanilmaktadir.
Kullanim alanlar1 ¢ok genis olup, endistriyel gida iretimlerinde, kozmetik
urinlerinde, ila¢ miihendisligi, doku miihendisliginde ve saglik alanlarinda

fonksiyonel bir biyopolimer olarak kullanilmaktadir.

4.5. Minerallerin Pihtilasma Sistemindeki Etkisi

Mineralli sularin, yerkabugunun cesitli derinliklerinde uygun jeolojik
sartlarda dogal olarak olusan, bir veya daha fazla kaynaktan yeryiiziine kendiliginden
cikan veya teknik usullerle ¢ikarilan, mineral igerigi, kalint1 elementler ve diger
bilesenleri ile tanimlanan, her tiirli kirlenme riskine karsi korunmus, mikrobiyolojik
yonden uygu olan su olarak tanimlanir. Uzun yillardir birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmigtir.  Ayrica sularin  kimyasal bilesenleri yeraltindaki kayaglarin
formasyonlar1 hakkinda bilgi edinebilme olanagi da saglamaktadir. Mineralli sular
saf su niteligi tastmamaktadir. Bu mineral ve elementlerin bir kismi beslenme
fizyolojisinde 0nemli yere sahiptir. Turkiye'de mineralli sular maden suyu olarak
geleneksel adiyla bilinmekte ve oOzellikle mide, bagirsak ve kardiyovaskiiler

hastaliklarda iyilestirici olarak faydalanilmaktadir. Bikarbonat, sulfat, klordr, flordr,
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magnezyum, kalsiyum, potasyum, sodyum ve demir gibi mineralleri intiva eden su,
onemli bir besin 6gesidir. Viicutta bir¢ok fonksiyonun yerine getirilmesinde dnemli
rol oynayan minerallerin giinliik ihtiyacinin karsilanmasinda mineralli sular 6nemli
bir yere sahiptir. Sulardaki mineral icerikleri her kaynakta farkliliklar géstermektedir
(65).
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5. MATERYAL ve METOD

5.1.Kullamlan Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik safliktadir. Asagidaki tablo 1°de

gosterilmistir.

Tablo 5.1.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal olan/olamayan Markasi Kullanilan yer
maddeler
Serum fizyoloji(SF) %0.9 Polifarma PT tayini

izotonik

Distile su(dh,0)

PT tayini/SDS-PAGE

Kalsiyum kloriir((CaCl2)

Sigma Aldrich (ABD)

PT tayini

Etil alkol (%96)

Sigma Aldrich (ABD)

SDS-PAGE

Sig1r jelatini(hazir toz)

Havelet Gida San.

PT /SDS-PAGE

Insan plazmasi(havuz)

PT /SDS-PAGE

Tromboplastin(DF)

Kendi hazirladigimz

PT tayini/SDS-PAGE

Mineral sulari 13 farkli (yerli-ithal) PT tayini
Akrilamid(%30) Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Bisakrilamid(%0,8) Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Tris-base Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
HCI Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Amonyum persulfat (APS) Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
TEMED Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Sodyum dodesil stilfat (SDS) | Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Asetik asit Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Metanol Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Yiritme Tamponu(10x)-hazir | Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
temin edildi

Laemmli tamponu-hazir temin | Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
edildi

Comassie birillant blue G-250 | Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Marker hazir ambajinda Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Etanol Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Fosforik asit Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Sigir serum albiimini (BSA) Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Isopropanol alkol Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE
Phosphate buffered saline | Sigma Aldrich (ABD) SDS-PAGE

(PBS)- 0,01 M
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5.2.Kullanilan Cihazlar

Tablo 5.2.1. Calisma Siirecinde Kullanilar Cihazlar

Avrag-gerec-cihazlar

Markasi

Hassas terazi Shimadzu ATX224 (Japonya)
Blender Standart ev tipi

Makas-ustura

Gazl1 bez(steril)

Sicak su banyosu(37 derece)

Nive NB5 (Turkiye)

Vortex karistirct

Velp Classic (Italy)

Manyetik 1sitici-karistiric

Scilogex MS-H280-Pro (ABD)

Buzdolabi-derin dondurucu -20 ve -80

ince uclu mikropipet(10 pL) Eppendorf
Eppendorf ISO-LAB
ince uclu mikropipet (100 pL) Eppendorf
Deney tlpu ISO-LAB
Falkon tupu ISO-LAB
Beher ISO-LAB
Cam sise ISO-LAB
Mezura ISO-LAB
Balon joje ISO-LAB
Manyetik balik ISO-LAB
Poliakrilamid (SDS-PAGE) elektroforez | BIO-RAD
cihaz1

Santrifuj Nuve- NF 800
Spektrofotometre Shimadzu UV-1800/06431
Ph metre Nive
Kronometre ISO-LAB

Distile Su Cihazi

5.3. Protrombin Zamani (PTZ) Testinin yapihsi (4)

Calismamizda protrombin zamani testi (PTZ), Istanbul Medipol iiniversitesi
Biyokimya laboratuvarinda yapildi. Istanbul Medipol Universitesi Mega kompleks
hastanesine PTZ testi i¢in gelen hastalarin atik kan plazmalarinin buz i¢inde kavacik
kampusune getirildi. Gelis sirasinda soguk zincir halkasi bozulmadi. 100 erkek 100
kadin olmak iizere, 18-60 yas arasi saglikli kisilerden kan 6rneklemi olusturularak
secildi. Toplanan kan plazmasi saglikli kisilerden alinmasina ve trombositten fakir

plazma (sitratli plazma) olmasina dikkat edildi.
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5.3.1. Protrombin Zaman1 Testi icin Kan Toplanmasi

Alman kan ornekleri trombositten fakir plazma (sitratli plazma)’dir. Saglikli
kisiden sitrath kan (9ml kan + 1 ml % 3.8’lik sitrat) alinir ve mavi kapakli sodyum

sitrath tiipe alinan ve 1500 x g’de 15 dakika oda 1sisinda santrifiij edilen plazmadir.

Dislama kriterleri: oral antikoagulan kullanan hastalar, herhangi bir cerrahi

operasyon gecirmis hastalar, 18 yas alt1 ve 60 yas iistii kisiler.
5.3.2. Protrombin Zamani Testi I¢in Kuzu Akcigerinden Tromboplastin Hazirlanmas1

Calisma Istanbul medipol Universitesi Biyokimya laboratuvarinda yapilds.
Tromboplastin (DF) homojenati elde edilmesinde taze kesilmis kuzu akcigeri Beykoz
/Istanbul’da bulunan Adak Kurban satis merkezinden temin edilmistir. Kuzu

akcigerinden tromboplastin (DF) hazirlanmasi (yigitbasi,emekli 2015).

- Kuzu akcigeri buz i¢inde laboratuvara getirildi.

- Makas-ustura yardimiyla buz {stiindeki akcigerlerin doku kisimlari
kicik parcalar halinde behere konuldu.

- Zar ayrilmis akciger dokusunun miktar terazide 6lgiildii. Olglilen miktar
kadar serum fizyolojk (SF) ilave edilip, homajenize edildi.

- Homojenat uygun buyiklikte bir erlenmayere 8 katli gazli bezden
gecirilerek suzdiruldi. Gazli bez 6nceden SF gegirildi.

- Siiziilen homojenat buzdolabinda 8 saat, her yarim saatte bir cam baget
ile karistirilarak bekletildi.

- 2mL’lik eppendorf tiplere doldurulup -80 °C’de saklanildi.

- Calisma esnasinda gereken miktar kadar eppendorf ¢ikarildi.
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Resim 5.3.2.1. Tromboplastinin alikodlanmis goriiniimii
5.3.3. Protrombin Zamam Testi I¢in Kalsiyum Kloriir (CaCI2) Cézeltisinin

Hazirlanmasi

0,2 M 100 mL stok CaCl, cozeltisi icin 2,22 g CaCl2 tartildi, 100 mL’lik
balon jojede biraz distile su icinde ¢oézinduruldi ve 100 mL’ye distile su ile

tamamlandi. + 4 e saklanildi.

0,02 M seyreltik CaCl2 ¢ozeltisi icin 1 mL stok CaCl2 ¢ozeltisi Gizerine 9 mL

distile su (DS) eklenerek karistirildi. Deney yapilacagi zaman taze hazirlandi.
5.3.4. Protrombin Zamani (PTZ) Testinin Yapilisi

PTZ asagidaki tablodaki protokole gore yapilmistir (yigitbasi ve emekli 2015)

Tablo 5.3.4.1. Protrombin Zamani1 Testi (PTZ) Quick Metodu

Denet tlpl icine
Tromboplastin (doku faktoért) | 0,1 mI(100 uL)

2 dakika inklbe edilir.
Plazma 0,1 ml(100 pL)

Vortexle 1 dakika inkibe edlir.
0.02 M’lik CaCI2 Cozeltisi 0,1 mI(100 pL)

Piht1 olusumu igin gegen siire | Kronometre ile tayin edilir.
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Tiim c¢alisma 37 °C’lik su banyosunda gerceklestirilmigtir. Pihtilasma siiresi saniye

olarak Ol¢tilmiistiir.
5.4. Sigir Jelatinin Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Protrombin Zamam Testi

Sigir jelatini (SJ) Tuzla/istanbul Halavet Gida Deri Sanayi Organizatdr
merkezinden hazir toz seklinde satin alinmistir (Resim 5.4.1.). Sigir jelatini %0,05-
2,5 (w/v) araliginda olacak sekilde toplam 14 konstantrasyonlarda jelatin miktarlari
hesaplandi1 (Tablo 5.4.1.). Hassas terazide tartildi ve 10 mL serum fizyolojikte
¢cozildd. Otomatik manyetik karistiricida sicaklik 37 oC’nin istline ¢ikmayacak
sekilde ¢oOzdirildii (Resim 5.4.2.). Ciinkii protein yapida oldugundan protein
denatiirasyonu olmamalidir. C0zeltiler her deney igin taze hazirlandi. Jelatin miktari

arttik¢a ¢oziinme siireside artmaistir.

Resim 5.4.1. Sigir Jelatini
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Resim 5.4.2. Jelatinin tartim1 ve ¢dziindiirme gorintuleri

Tablo 5.4.1. Sigir Jelatini Konsantrasyonlar1 ve Miktarlari

Sigir jelatini Sigir jelatini miktarlar: (mg)
konsantrasyonlar1 % (w/v)

0,05 5
0,1 10
0,2 20
0,3 30
0,4 40
0,5 50
0,6 60
0,7 70
0,8 80
0,9 90
1 100
1,5 150
2 200
2,5 250

Si1g1r jelatini ilavesi ile protrombin zamani 6l¢limii;

Sigir jelatinin polimerlesme 6zelliginden kaynakli belli konsantrasyonlarda
calisildi. PT testi ile dl¢iilen pihtilasma proteinlerinin karboksilasyonuna olas1 etkisi

incelenirken, kan plazmasmin (9ml kan + 1 ml % 3.8’lik sitrat) yani kanin
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antikoagiilana oran1 9:1 oldugundan, bundan 6tiirii calismamizda jelatin ve mineralli

sularinin 9:1 oran1 uygulanacak sekilde planlanmistir (Tablo 5.4.2.).

Fibrin

Resim 5.4.3. Fibrin olusumu

Tablo 5.4.2. Sigir Jelatini Ilavesi ile PTZ Testi Protokoli

Denet tlpl igine
Tromboplastin (doku faktor) 0,1 mL (100 pL)

2 dakika inklibe edilir.
Plazma 0,09 mL(90 uL)

Si1g1r Jelatini (¢6ziinmiis) 0,01 mL (10 puL)

Vortexle 1-2 dakika inkiibe edlir.

0.02 M’lik CaCI12 Cozeltisi 0,1 mL (100 pL)
P1iht1 olusumu igin gegen siire Kronometre ile saniye olarak
olculur

Her deney 3 tekrar yapildi ve ortalamasi alindi. Jelatin g¢ozeltileri taze hazirlandi.

Tim malzemeler 37 oC lik su banyosundadir.
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5.5. Mineral Sularimin Hazirlanmasi ve Protrombin Zamani Testi

Calismamizda kullanilan mineral sularin1 (MS), yerli ve yabanci dahil olmak

lzere piyasada bulunan en ¢ok tercih edilen 13 farkli g¢esit temin edildi. Mineral

sular1 s1vi oldugundan deneye direkt olarak kullanildi. Calisma i¢in belli kodlamalar
yapildi. Bu kodlar: MS1, MS2, MS3, MS4, MS5, MS6, MS7, MS8, MS9, MS10,
MS11, MS12 ve MSI13 seklindedir. Kalsiyum ve potasyum igerikleri asagida

gosterilmistir.

Tablo 5.5.1. Mineralli Sularin Kalsiyum ve Potasyum miktarlari

Mineralli Sular Kalsiyum Potasyun
MS1 326 mg/L 53,6 mg/L
MS2 235,5 mg/L 63,01 mg/L
MS3 49,5 mg/L 15,12 mg/L
MS4 393 mg/L 5,36 mg/L
MS5 173 mg/L 0 mg/L
MS6 288,9 mg/L 8,23 mg/L
MS7 153,3 mg/L 28,2 mg/L
MS8 116,8 mgLl 10,68 mg/L
MS9 22,8 mg/L 0,4 mg/L
MS10 160 mg/L 0,9 mg/L
MS11 164 mg/L 2,2 mg/L
MS12 101,99 mg/L 22,79 mg/L
MS13 53,8 mg/L 96,3 mg/L

Minerali sularin ilavesi ile protrombin zamanini 6l¢iimii;

Mineral sular1 rengi berrak ve sivi oldugu igin herhangi bir muameleden

gecmeden direkt kullanildi. Yine aym sekilde plazma igerisnde kanin antikoagiilana

orani 9:1 sekline planlanmistir (Tablo 5.5.2.).
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Tablo 5.5.2. Mineral Sularin lavesi ile PTZ Testi Protokolii

Denet tlpa igine
Tromboplastin(doku faktor) 0,1 mL(100 uL)

2 dakika inktbe edilir.

Plazma 0,09 mL (90 uL)

Mineral Suyu 0,01 mL(10 uL)
Vortexle 1-2 dakika inkibe
edilir.

0.02 M’lik CaCI2 Cozeltisi 0,1 mL (100 pL)

P1ht1 olusumu igin gegen siire Kronometre ile saniye olarak
olcalur

Her deney 3 tekrar yapildi ve ortalamasi alindi. Tim malzemeler 37 oC lik su

banyosundadir.

5.6. Sigir Jelatinin ve Mineral Sularin Karisimlarinin Kombinasyonlarin

Hazirlanmasi ve Protrombin Zamam Testin Olciilmesi

Sigir jelatini (SJ) ve mineral sularinin (MS) kombinasyonu icin jelatinimiz
mineral sularinda ¢ozdiirtildi. Clinkii ¢alisma esnasinda protrombin zamani (PT)
6lciminde goraldi ki, mineral ve jelatin deney tiipiine ayr1 ayri eklenip 1 dakika
inkiibe edildikten sonra deney asamasinin son eklenen CaCl» (0,02 M) deney tlpine
koymadan pihtilagma sisteminin bagslatildigi  goriilmiistiir. Mineral sularinin
kalsiyum minerali bulundugundan pihtilasmay1 daha erken baslattigi kansina
vartlmistir. Normalde  Quick metodunda CaCl, (0,02 M) eklendikten sonra

pihtilagma sistemi baglanir.

Bu metoda aykir1 bir durum olacagindan mineral sularinin yani SF yerine mineral
sular1 kullanildi. Terazide tartilan sigir jelatini ve mineral suyunu behere koyuldu.

Manyetik karistiricida jelatin ¢oziinene kadar 37 derecede beklenildi (Tablo 5.6.1.).
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Tablo 5.6.1. Mineral Sular1 ve Sigir Jelatini Karisim Kombinasyonlari

Mineralli sular1 (mL) Kullanilan SJ konsantrasyonlari
(wWiv)
MS1 %0,05-%2,5
MS2 %0,05-%2,5
MS3 %0,05-%2,5
MS4 %0,05-%2,5
MS5 %0,05-%2,5
MS6 %0,05-%2,5
MS7 %0,05-%2,5
MS8 %0,05-%2,5
MS9 %0,05-%2,5
MS10 %0,05-%2,5
MS11 %0,05-%2,5
MS12 %0,05-%2,5
MS13 %0,05-%2,5

Mineralli sularin- si8ir jelatini kombinasyon ilavesi ile protrombin zamani 6l¢iimii;

Tablo 5.6.2. Sigir Jelatini - Mineral Sulari Karisimlarinin Kombinasyonlarinin PTZ
Testi Protokolu

Denet tlpa icine

Tromboplastin(doku faktor() 0,1 mL (100 puL)

2 dakika inklbe edilir.
Plazma 0,09 mL (90 uL)

SJ — Mineral suyu karigim 0,01 mL (10 uL)
kombinasyonu

Vortexle 1-2 dakika inkiibe edlir.
0.02 M’lik CaCI2 Cozeltisi 0,1 mL (100 pL)

P1iht1 olusumu i¢in gecen siire Kronometre ile tayin edilir.
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5.7. Bradford Ydéntemi ile Protein Olgiimii (50)

Bunun icin bradfort yontemini kullanildi. Sigir serum albiimini (BSA)
standart protein olarak kullanildi. Konsantrasyona karsi absorbans grafigin egirisi
hazirlandi. Kor i¢in distile su kullanildi. Coomassie Brillant Blue G 250 reaktifi bu
yontemde negatif yiklidir ve proteindeki pozitif yiike baglanip olusan mavi renkgin
absorbans1 595 nm’de okunur degeri verir. Asagida bradfort reaktifinin hazirlanig

gosterilmistir.

Bradford protein tayini icin reaktif 250 mL’ lik balon jojede hazirlandi.

10 mL etanol %99.8

20 mg Coomassie Brillant Blue G 250

Behere konup vortexte karistirildi

20 mL fosforik asit Vortete karistirildi

200 mL Tamamlanana kadar dH,O eklendi
Ustil parafilmle kapatilip +4 buzdolabina
konuldu.

Daha sonra BSA standart egirisinin hazrilanmasinda farkli konsantrasyonlarda
protein tayini 6l¢timii yapildi. Bunun igin 6ncelikle BSA’y1 0.01 M ph:7,4’liik fosfat
tampon tuzunda ¢6zdurdik ve daha sonra bu stoktan 6 farkli konstantrasyonlarda (g
/ul)  seyreltme yaparak spektroforometrede 595 nm de okundu. Asagida BSA

standart egiri grafigi gosterilmistir.
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BSA STANDART GRAFIGI
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Sekil 5.7.1. Bovin Serum Albumin (BSA) Standart Egirisi

Poliakrilamid elektroforezi i¢in drneklerimiz DF ve sigir jelatinidir. Protein tayini
icin BSA standart egirisinden yararlanarak konsantrasyonlar1 bulundu. Bunun iginde
5.3.10.’da anlatildig1 sekilde DF hazirlanip ve sigir jelatini ise %1, %0,9 ve
%0,8(w/v) konsantrasyonlart hassas terazide Olgiiliip 10 mL distile suda
¢cOziindiiriildii (37 derecede). Segilen bu jelatin konsantrasyonlarin hem absorbans
degerleri hem de jelatinin polimerlesme 6zelliginden kaynakli jel elektroforezi igin
uygunluguna karar verildi. Daha sonra 6rnek: bradford reaktifi oran1 1:24 olacak

sekilde spektrofotometrede 595 nm ayarlanip absorbansi 6l¢uldu.

5.8. Sigir Jelatininin Poliakrilamid (SDS-PAGE) i¢in Ornek Hazirlanmasi

Sigir jelatininin protein tayini yapildi. Poliakrilamid jel elektroforez igin
jelatin konsanrasyonlar1 % 1 ve % 0,9 ve % 0,8 (w/v) olarak secildi. Poliakrilamid jel
yiikleme i¢in 40 mikrogram protein igerikli olacak sekilde ornek:leamli orami 22:5
olacak eppendorfa konulur. Proteinlerin denaturasyonu igin 5 dakika 95-100
derecede 1sitild1 ve sonra eppendorflar buz lizerine konuldu. Bu sekilde 6rnegimiz

yiikleme i¢in hazir hale gelmistir.

48



5.9. Tromboplastin SDS-PAGE i¢in Ornek Hazirlanmasi

Akciger dokusundan elde ettigimiz tromboplastini (DF) ve jelatin ¢ozeltisini
oda sicakligina getirildi. Tromboplastin 4 ml kadar ayirma hunisine konulup ve
yaklasik 3 kat1 kadar aseton eklendi. lyice calkalandiktan sonra iist ve alt faz olustu.
Amag burada proteini diger maddelerden ayirmakti. Ust fazi alarak asetonu
uzaklagtirildi. Alt faza yani ¢oken kisma biraz distile su eklendi. Tekrar olusan
cokeltiyi falkon ttpune alarak 2000 rpm’de 1-2 dk santriflij edilir. Pipetaj yapilarak
filitreden gegcirilir.

Daha sonra Coomassie Brillant Blue G 250 reaktifi ile hazirladigimiz
solisyonla DF: Rektif oran1 1:24 selinde kiivete koyup spektrofotometrede 595
nm’de absorbansina bakildi. Poliakrilamid jel elektroforez i¢in 6rnek hazirlamada 40
mikrogram protein igerikli olacak sekilde DF: ylkleme tamponu(leamli) oran1 25:6
eppendorfa koyulur. Protein denaurasyonu icgin 5 dakika 95-100 kuru isiticida
bekletilir ve eppendorf buz iizerine konulur. Bu sekilde 6rnegimiz yiikleme igin hazir

hale gelmistir. Asagida tromboplastinin ekstraksiyon islemi gosterilmistir.

=
-

Resim 5.9.1. Tromboplastinin ekstraksiyon gérinimu
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5.10. Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) i¢in Jellerin Hazirlanmasi ve
Y apilisi

SDS-PAGE i¢in jel ¢Ozeltileri asagida tabloda gosterilmistir.

Tris Baz-1 (1M, pH=6,8) ¢ozeltinin hazirlanmasi
6,059 TRIS

50mL dh20

+4°C muhafaza edilir.

PH ayarlamak i¢in: HCL ekle..
Tris Baz-2 (1,5M, pH=8,8) ¢ozeltinin hazirlanmasi
9,089 TRIS

50mL dh20

+4°C muhafaza edilir.

PH ayarlamak i¢in: HCL ekle..

SDS (%10’luk)’nin hazirlanmasi

59 SDS

50mL dh20

Akrilamid-Bisakrilamid (%30’luk)’in hazirlanmasi
15¢g akrilamid (%30)

0,49 bis-akrilamid (%0,8)

50mL dh20

+33°C’de ¢Ozdurdlir.
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APS (%10)’nin hazirlanmasi. Taze hazirlanmali ve en son eklenmelidir.
11mg APS

110uL dh20

TEMED hazir ambalajindan kullanilir.

Yuratme tamponu (1X)

Satin alinarak kullanildi.

Laemmbh (yiikleme tamponu)

Satin alinarak kullanildu.

Tablo 5.10.1. SDS-PAGE I¢in Jel Miktarlar1

Ayirma jeli icin (alt faz) %12
DS(distile su) 4,5 mL
Akrilamid- bisakrilamid (mL) (%30) 6 mL
1,5M’1lik Tris HCI pH (8.8) 3,75 mL
%210’luk SDS (uL) 150
%10’luk APS (uL) * 900
TEMED (uL) * 6
Yuratme jeli (Ust faz) %4,5

DS (mL) 4.5
%30’luk akrilamid-bisakrilamid 1,34

(mL)

IM’lik Tris HCI pH 6.8 (mL) 1

%210’luk SDS (uL) 80
%10’luk APS (uL)* 80
TEMED (uL)* 8

* taze hazirlanmali ve jeli dokme sirasinda eklenmelidir. Temed hazir paketten
kullandi.



Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in %12 lik ayirma jeli, %4,5
lik yiirtitme jeli kullanildi. Sekil 5.3.11.” de tarife gore jeller hazirlanmalidir. Ayirma
jeli alt fazdir. Ik olarak jel haznesine yaklasik 5 mL kadar yavasca iki cam arasina
ince uclu pipetle ayirma jeli dokiiliir. APS ve TEMED en son eklenmelidir. Jelin
Uzerini kapatacak sekilde isopropanol eklenir. Clnk jelin tizeri diiz olmalidir. 30-35
dk kadar bekletilir. Daha sonra donan jelin tzerindeki isopropanol dokulir ve filitre
kagidi ile kalan su temizlenmeli ve Gst fz olan yirtutme jeli eklenmelidir. APS ve
TEMED en son eklenmelidir. Yirtutme jeli cam izasina kadar eklenmelidir daha
sonra tarak ili cam arasina yavasca yerlestirilir. 30-35 dk bekletilir. Tarak yavasga
cikartilir. Daha sonra kuyucuklarda olusan kabarciklari i¢in yiiriitme tamponu ile
kuyucuklar yikanmalidir. iki jel arasindaki bosluga yiiriitme tamponu kuyucuklarin
Ustl kapatacak kadar dokulir. Ik kuyucuga marker yiiklenecek sekilde DF, sigir
jelatini 6rnekler yiklenir. Yuritme tamponu 3/5’i dolacak sekilde tankin igerisine
dokdlir. Tankin kapagi kapatilir + ucu ve — ucu Ust Uste gelecek sekilde yerlestirilir.
Diger ucu ise giic kaynagina takilir. Bio-Rad cihazinda ilk 70 voltaj ile baslatildi.
Yiiriitme faz1 gectikten sonra voltaj 110 a ¢ikartildi. Yaklasik olarak 1-1,5 saat
proteinler yiiriitiildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra tankin kapagi acilip cam
aparatlar1 ¢ikartildi. Jel plaklari bir alet yardimiyla ayrildi. Cikarilan jel bir diizgiin
bir kaba konulup {izerine hazirlanan boyama tamponu dokuilip ve 20 dk bekletildi.
Daha sonra boyama tamponu dokiilir ve yikama tapmonu ile boya c¢ikartildi.
Boyama tamponu bantlarin renklerini netlestirmek i¢in kullanilir. Yikama tamponu
bir gece bekletildi. Asagida SDS-PAGE gii¢ kaynagi, yiiriitme tanki ve ait goruntisu

bulunur.
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Resim 5.10.1. Elektroforez gii¢ kaynagi ve cam aparati
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6. BULGULAR

Protrombin zamani testi koagulasyon kaskadinda ekstrensek yolun gostergesi kabul
edilir. Quick (1935) yontemi ile invitro ortamda yapilir. Bu ¢alismamizda mineralli
sularin ve sigir jelatininin ekstrensek pihtilagsma sistemine etkisinin incelenmesi

amaglanmaistir.
6.1. Tromboplastin (TF) Aktivitesinin PTZ Testi Degeri

Kuzu akciger dokusundan elde ettigimiz doku homojenati (4) aliodlanarak -80 °C’de
saklanilmigtir. 120 gram kuzu akcigerinden tromboplastin (DF) elde edilmistir.
Protrombin zamani testi (PTZ) Quick (1935) metoda gére yapildi. Hazirladigimiz

tromboplastinin yani doku faktoriintin aktivite degeri asagidaki gibidir.

Tablo—-6.1.1. Tromboplastin aktivitesinin PTZ Degeri

1.deney 2.deney 3.deney Ortalama

PT (sn) 18 sn 16 sn 17 sn 17 sn

PTZ testi sonucu laboratuvar ortam ve in vitro olarak yapilan deney goz Oniinde

bulundurularak PTZ testi 17 saniye olarak kabul edilmistir.

Calismamizda kontrol grubu olarak ayni sekilde PT testi Quick (1935) metodu
uygulandi. Kanda plazmanin sitrat orani 9:1 olacak sekilde plazma 0,09 mL (90 pL)
ve serum fizyolojik (SF) 0,01 mL (10 uL) denet tiipiine alinarak tayin edildi. Asagida

kontrol grubu PT testi degerleri ve ortalamasi goriilmektedir.

Kontrol 1.deney 2.deney 3.deney Ortalama

PT (sn) 23 sn 30 sn 27 sn 27 sn

Kontrol grubumuz PT testi 27 saniye olarak tiim calismamiz i¢in kabul
edilmistir.
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6.2. Sigir Jelatinin PTZ EtkKisi

Calismamizda s1gir jelatini (SJ) serum fizyolojik (SF)’de ¢ozdiriilmiustiir. Her
cozelti konsantrasyonu taze hazirlandi. Jelatinin sivi ortamda polimerlesme ve kiyam
arttirict  0zelliginden kaynakli oldugundan ¢alismada  9%0,05-%2,5(w/v) arasi
konsantrasyonlar kullanildi. Her bir konsantrasyon icin 3 tekrar yapildi ve ortalamasi
alindi. Quick(1935) Metoduna gore SJ protrombin zamani testi yapildi.. Asagidaki

s1gir jelatinin PT testi etkisi ve grafigi gosterilmistir.

Tablo 6.2.1. Sigir Jelatininin SF’de Protrombin Zamani Testi (PTZ) Etkisi

Si1gir Jelatini Konsantrasyonlart (w/v) | Protrombin Zamani (PT) (sn)
%0, 05 30

% 0,1 29

% 0,2 29

% 0,3 28

% 0,4 27

% 0,5 27

% 0,6 26

% 0,7 26

% 0,8 26

% 0,9 25

% 1 24

% 1,5 19

% 2 17

% 2,5 15
Toplam degerlerin ortalamasi 24,85714
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30 29 29 ¢

Protrombin zamani testi

Konsantrasyonlar (w/v)

Sekil 6.2.1. Sigir Jelatinin SF’de Protrombin Zamani Testi (PTZ) Etkisi

Yukaridaki Sekil 6.2.1.°de sigir jelatininin konsantrasyonu arttitkca PT testinde
stirenin kisaldigi yani pihtilagma arttig1 goriildii. Jelatin konsantrasyonlarindan % 1
ile %2,5 arasindaki jelatin konstanrasyonlar1 PT degeri 19,17 ve 15 saniye ¢ikmustir.
Buda pihtt olusumunun en yiiksek diizeyde oldugu gosterir. %1’lik jelatin

konsantrasyonundan diisiik olanlar ise PT degeri biiyiik ¢ikmustir.

6.3. Mineralli Sularin Protrombin Zamam (PTZ) Etkisi

Mineral sularinin PT testinde 9:1 oranini koruyarak Quick (1935) metodu
kullanilmigtir. Mineralli sularin PTZ etkisine ayr1 ayr1 bakilmistir. Asagidaki tabloda

mineralli sularin protrombin zaman testin etkisi ve grafik sekli gosterilmistir.
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Tablo 6.3.1. Mineralli Sularin Protrombin Zamani (PTZ) Etkisi

Mineralli Sularin Kodlar Protrombin Zamani testi (PTZ)
(Saniye)

MS 1 16

MS 2 14

MS 3 15

MS 4 17

MS 5 16

MS 6 21

MS 7 25

MS 8 26

MS 9 25

MS 10 23

MS 11 14

MS 12 20

MS 13 22

Toplam degerlerin ortalamasi 19,76923

Tabloya baktigimizda PTZ nin ortalamasi yaklasik olarak 20 sn dir.

MINERALLi SULARIN PROTROMBIN ZAMANI ETKiSi

Sekil 6.3.1. Mineralli Sularin PT Testi Degerler Grafigi

PT sonuglarina bakildiginda yildizli olarak isaretlenen mineralli sularin (MS)
5’inin piht1 olusumunu arttirdig1 ve protrombin zamanlar kiigiikten biiylige dogru
14,15,16, ve 17 saniye olarak dl¢iildii. Diger mineralli sularin PTZ degerlerinde ise

piht1 olusumunun geciktirdigi gorildii.
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6.4. Sigir Jelatini — Mineralli Sularin Karisimlarimin Kombinasyonu ile PT

Testin Degerlendirilmesi

Sigir jelatini (SJ)- mineralli sularin karigimlarinin kombinasyonlart ile PT

testinde yine aymi sekilde Quick (1935) metoduna gore yapildi. Karimmis

kombinasyonu ilavesinde jelatinin tiim konsantrasyonlarin (Tablo 6.4.1.) PTZ

etkisine bakild1 (Sekil 6.4.2).

Tablo-6.4.1. Sigir Jelatini — Mineralli Sularin Karigimlarinin Kombinasyonlarinin

PTZ Etkisi
%(wi) [005]01]02[03][04]05]06[07[08[09][1 [15]2 [25]Std Ort(sn)
MS1-S) |35 |35 [34 [33 [32 32 [31 (31 (31 (30 [29]29 [28]28 |+

2,36736 | 31
MS2-S) |35 |34 [33 [33 [33 [32[29 (29 [28 [26 [24 |23 [22]21 |+

4,810702 | 29
MS3-S) |35 [34 [34 [33 [32[32[32[31[29 |28 [28]27 [22]18 [+

4,829511 | 30
Ms4-S) |21 [21 [21 [20 [20 [20 [20 [20 [19 [18 [17 |15 [15]14 |+

2,437121 ‘:is 2
Ms5-S) |18 |15 [14 [13 [12 [12 [12 [11 [11 [11 [10]10 [10] 10 [+

2,30265 {12
MS6-S) |27 |27 |27 |27 |27 [27 |26 |25 |22 [20 [16 |16 [14]10 |« -

5,937865 | 22
MS7-S) |29 [ 27 [27 |26 |26 [25 |25 [ 25 [ 25 [ 25 [24 |23 [21]20 |+

2,34872 | 25
Ms8-S) |32 [ 31 [30 [30 [29 [29 [28 [26 |25 [24 [20]20 [19]18 [+

4,838604 | 26
MS9-S) |33 [31 [30 [30 [29 [29 [28 [27 [25 [25 [24 |23 [22]22 [+

3,53009 | 27
MS10- |34 [32 [30 [ 29 [28 [28 [28 [27 |27 [27 [26 |24 [22]21 [+
SJ 3,499608 | 27
MS11- |35 |34 [33 [32 32 (30 [30 (30 (29 [29 [26]23 [23]22 |+
S 4,18527 | 29
MS12- |36 |35 |35 |34 |34 [33 [32 31 (31 [31[30[28 [25]24 |+
S 3,65023 |31
MS13- |40 [ 39 [ 37 [37 [34 [34 [32 |30 [27 [27 [26]26 [24]24 |+«
S 5,659282 | 31
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Protrombin Zamani Testi (sn)
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Sekil 6.4.1. Sigir Jelatini — Mineralli Sularin Karisimlarimin Kombinasyonlarimin PTZ
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MINERALLI SU-SJ KARISIMLARI VE MINERALLi SU NUMUNELERININ PROTROMBIN
ZAMANINA ETKILERININ KARSILASTIRMA GRAFIGi
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B Mineral su-sigir jelatin karisimi protrombin zamani etkisi
B Mineral sularin prtotrombin zamani etkisi

Sekil 6.4.2. Mineralli Su-SJ Karigimlar1 ve Mineralli Su Numunelerinin Protrombin
Zamanina Etkilerinin Karsilastirma
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Mineralli Su-SJ karisimlarinin kombinasyonu PTZ testin etkisinde yildiz olarak
isaretlenen MS5-SJ’de 12 saniye olarak Olc¢lilmiistiir. Ardindan 18 sn olan MS4-
SJ’gelir. Mineralli su ve si8ir jelatini karistm kombinasyonunda PTZ etkisinde MS5
suyun pihtt olusumunda sinerjst etki goriildii, diger mineralli sular ise pihti

olusumuna antagonist etki gosterdi.
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Spearman Sira Korelasyon analizi

0,05d 0,1d 0,2d 0,3d 0,4d 0,5d 0,6d 0,7d 0,8d 0,9d 1d 1,5d 2d 2,5d | Minsjort | minsuort | kalsiyum | potasyum

Spearman'’s | 0,05d 1,000
rho

0,1d 983" | 1,000

0,2d 982" | 985" | 1,000

0,3d 968 | ,966™| ,986™| 1,000

04d 966" | 950" | ,962™| ,987"| 1,000

0,5d 968 | ,966™| ,986™| 1,0007| 987" | 1,000

0,6d 9617 | 957" | 9877 | 968" | ,9417| 968" | 1,000

0,7d 9217 | 9317 | 0457 | 9127| 884" | 912™| 965" | 1,000

0,8d 876 | 888" | ,873™| 832”| ,828™| 832" | ,884™| ,959"| 1,000

0,9d 883~ | 887" | ,869™| 806 | 7977 | ,806™| 8777| 946™| 976™| 1,000

1d 8627 | 8677 | 864 | 789™| ,756™| 789" | 8717| 934™| 940”| 975”| 1,000

15d 850 | 875" | 871™| 806 | ,751| 806" | ,8627| ,916™| ,896"| 922" | ,966™| 1,000

2d 912" | 932™| 897™| 854 | 841" | 854" | 8627| ,009™| ,906™| ,936™| ,924™| ,904™| 1,000

2,5d 8207 | 844™| 7917| 7607 | 759" | 7607 | 722| 7677| 772" | 8177 ,806™| 804 | 957" | 1,000

minsjort | g9g1|  974™ | 971™| 938 | 017 | 938™| 961 | 976™| 949 | 953| 9457 | 933" 956 | ,849™| 1,000

minsuort -256 | -247| -223| -232| -263| -232| -271| -344| -387| -302| -206| -112| -210| -039 -,259 1,000

kalsiyum | _ 41| -319| -430| -415| -391| -415| -456| -361| -216| -284| -361| -376| -279| -282| -352| -403 1,000

potasyum

610°| 641"| 635" | 667°| ,640°| 667°| ,567°| ,505| ,505| 435| 444| 546| 504| 451| 571°|  -099 -,022 1,000

** (p<0.0lanlamlidir)
* (p<0,05 anlamlidir)
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IBM SPSS 23.0 versiyonunda Sperman kolerasyon analizi yapildi. Protrombin
zamani testi degerlerin degiskenler arasinda iliskilere bakildi. Bu degiskenler
mineralli sularin ve sigir jelatininin kombinasyonu, kalsiyum ve potasyum mineral
miktarlar1 ile PTZ degerleri arasinda iliskilere bakildi. SPSS spearman kolerasyon
analizinde mineralli sularin PTZ etkisi ile kalsiyum miktarlar1 arasinda anlamli bir
iliski bulunmadi. Mineralli su-jelatin kombinasyonu ile pithti olusumu yoniinden
potasyum miktarlar1 arasinda anlamli bir iliski bulundu (p<0,05). Aynm1 zamanda
mineralli su- sigir jelatini kombinasyonlarinda pihti olusumu yoniinden jelatin

konsantrasyonlari arasinda anlamli bir iligki bulundu (p<0,01).

6.5. Tromboplastin (DF) ve Sigir Jelatinin Poliakrilamid (SDS-PAGE )

Degerleri

Kuzu akciger dokusundan elde ettigimiz tromboplastin ve sigir jelatininin
poliakrilamid jel elektroforezi ile az sayida protein bandi elde edildi. Standart olarak
kullanilan marker molekiil agirhig (220,000-8.000 kDa) protein ile mukayese
edildiginde proteinlerin molekiik agirliklarinin 220 ile 45 kDa arasinda goriilmiistiir.
Asagida tromboplastin ve jelatin protein degerleri ve poliakrilamid jel goriintiisii

gosterilmistir.

Tablo 6.5.1. Bradford Yontemi ile Doku Faktorii ve Sigir Jelatinin Protein Tayini

Ornek Proteinler Absorbans (595nm) Konsantrasyon(ug /ul)
Tromboplastin (DF) 1,094 0,135
% 1(w/v) jelatin 1,276 0,323
% 0,9 (w/v) jelatin 1,263 0,310
% 0,8(w/v) jelatin 1,248 0,294
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7. TARTISMA

Travma nedeniyle kontrol edilemeyen kanamalar toplumun her kesiminde
gortliir. Savas ya da cesitli catigmalarda acil 6nlem gerektiren bu durumlar daha
biiyiik 6nem tasir. Bu nedenle bilim insanlar tarih boyunca kanamay1 durduran ve de

Ozellikle ¢abuk durduran buluslara yonelmislerdir.

Bag dokusunun temel proteini olan kollajen kan damarlariin yiizeyini kaplayan
endotel hiicrelerinin altindaki tabakada bulunur. Kan endotel kapli damarlarda
dolastig1 siirece pihtilasma olmaz. Ciinkii endotel hiicreleri diinyanin en Ustln
fabrikasindan daha {istiin yeteneklere sahiptir. Bu nedenle endotelde dolasan kan
pihtilagsmaz. Endotel hasar1 gergeklestiginde endotelin alt katmanlarinda bulunan
kollagen ile karsilasan kan pihtilasir béylece kanin disartya akmasi onlenmis olur.
Ancak pihtilasmanin gerceklesmesi i¢in kandaki iyonize kalsiyuma ihtiyag¢ vardir. Bu
tez ¢alismasinin tez basligi olan mineralli sular ve jelatin bu bilgiler 151¢inda

incelenmistir (1, 16,20,21,37,39).

Bu ¢aligmanin amaci mineralli sularin ve sigir jelatininin ekstrensek sistem
gostergesi olan PTZ testinin laboratuvar sartlarda in vitro olarak ekstrensek

pihtilagsma sistemine etkisini incelemektir.

Hayvan proteinlerinin yaklasik % 60°n1 olusturan kollajenden iiretilen jelatin insan
beslenmesinde kivam arttirici olarak kullanildigi i¢in en sik kullanilan {iriinler
arasinda yer alir. 2011 yilinda diinyada yaklagik 300 bin ton civarinda iiretilen
jelatinin  bugiinkii {iretimi muhtemelen ¢ok daha fazla artmistir.Ulkemizde yine
2011 verilerine gore, yilda 5000 ton civarinda jelatin kullanilmakta ve bunun tamami
ithal edilmektedir (16). Jelatinin olusturdugu saydam, renksiz, kokusuz ve agizda
kolayca eriyen jel yapi nedeniyle tercih edilen, cesitli kimyasal yontemler
kullanilarak  kollajenden izole edilen dogal bir besin Urlinimizdar. Uretiminin
kolay olmasi ve hammadde sorunu olmamasi nedeniyle ucuz fiyatla temin
edilebilmektedir. Miisliiman ve Musevi tiiketicilerin domuz iirtinlerinden kaginmasi

nedeniyle, son yillarda jelatinin domuz digindaki hayvansal kaynaklardan iiretimi
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artmistir. Yapilan ¢aligmalar balik ve tavuk gibi hayvanlarin derisinden elde edilen

jelatinin domuz jelatini kadar kaliteli olabilecegini gostermistir (37,39).

Jelatinin diger jellestirici karbohidratlarla karsilagtirildiginda bazi avantajlar
saglamasi nedeniyle halen tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
avantajlar arasinda, jelatinin diisiik sicakliklarda (insan viicut sicakligi) kolayca
eriyebilmesi ve erime ile jellesme sicakligi arasinda kiigiik fark olmasi olmasi en
onemli kullanilma nedenleri arasindadir. Bununla birlikte jelatin suda kolay ¢oziiniir
olmasi, tatsiz ve kokusuz olmasi, igindeki ¢esitli amino asidler olmasi1 kullaniminda
tercih nedenleri arasinda yer alir. Ulkemiz ve diger iilkelerde jelatin gida olarak

kabul edilmekte ve tiiketimi sinirlandirilmamaktadir.

Jelatin gidalara katki maddesi olmanin disinda, kozmetik, ilag, fotograf ve boya

endiistrisinde yaygin olarak kullanilan 6nemli bir endiistriyel bir {iriindiir.

Insan ve hayvan viicudunda pek cok fonksiyonlart bulunan kalsiyum iyonu
hemostatik sisteminin gesitli kademelerinin de olmazsa olmazidir. Hem trombosit
fonksiyonlarinda hem de pihtilagsma sisteminin her kademesinde kalsiyum iyonuna
ihtiya¢ vardir. Biyokimya laboratuvar calismalarinda kullanilan sitrat, okzalat ve
EDTA gibi kimyasallar belirli konsantrasyonlarda kandaki kalsiyumu bagladiklari
icin antikoagulan olarak kullanilmakta, kanin pihtilagmasi 6nlenmekte, analizlerin

plazmada yapilmas1 miimkiin olmaktadir.

Genel bilgiler bolimiinde detayli anlatilan yukaridaki bilgiler 1s18inda bu
caligmadaki amacimiz, mineralli sularin ve jelatinin pithtilagsma sistemine etkisini in
vitro olarak incelemektir. Jelatin ve benzer iiriinlerle yapilan ¢alismalar pihtilasma ile
ilgili in vivo caligmalardir. Calismamiz bu konuda birlestirici bir bulgu ortaya

koymustur.
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Bu calismamizda mezbahadan taze kesilmis kuzunun heniiz dogal sicakligin
yitirmemis olan akcigerini, bir buz kabi igerisinde laboratuvara getirilip
damarlarindan ve diger kisimlarindan (brons, zar vb.) temizlenmistir. Homojenize
edilip sonra alikodlanarak -80 °C’ de saklanilmistir. Calismamizda sigir jelatini ve 13
farkli mineralli sularin PTZ etkisi incelenmistir. Bu ¢calismamizda jelatinin 14 farkh
konsantrasyonlar da c¢alisildi. Jelatin  konsantrasyonlar1  %0,05-%2,5 (w/v)
arasindadir. Ayrica mineralli sularin jelatin ile karisim kombinasyonlarinin PTZ testi
ile degerlendirildi. IBM SPSS 23.0 versiyonunda Sperman kolerasyon analizi
yapildi. Windows microsoft excel 2010 siiriimiiyle verilerin standart sapmalari

ortalamalar1 ve grafikler analiz edildi.

PTZ testi icin gerekli olan doku faktorii kuzu akcigerinden elde edildi. Quick
metodu ile PTZ testi 17 saniye olarak Olculdi. Elde ettigimiz tromboplastinin

aktivitesi in vitro ¢alismamiz i¢in uygun oldugu kanitlandi.

Mineralli sular ve sigir jelatini plazmaya ilave edilip Quick metodu ile 6lcilen
PTZ testi ile degerlendirildi. Sigir jelatini konsantrasyonu arttik¢a pihtilasma artti.
Jelatin konsantrasyonlarindan %1 ile %2,5 arasinda pithti olusumunun en yiiksek
diizeyde oldugu goriildi. %1’in altindaki konsantrasyonlar ise piht1 olusumunu
geciktirdigi goriildii. Minealli sularin 5’inin PTZ testi 14,15 ve 16 saniye olarak
Olciiliip pihtt olusumunun kisalttigir goriildii. Diger mineralli sularin ise pihti
olusumunu geciktirdigi yani inhibe etki gosterdigi goruldu. Mineralli su ve sigir
jelatini karisim kombinasyonunda PTZ etkisinde MS5 suyun pihtt olusumunda
sinerjst etki goriildii, diger mineralli sular ise pihti olusumuma antagonist etki
gosterdi. SPSS spearman kolerasyon analizinde mineralli sularin PTZ etkisi ile
kalsiyum miktarlari arasinda anlamli bir iliski bulunmadi. Mineralli su-jelatin
kombinasyonu ile piht1 olusumu yoniinden potasyum miktarlart arasinda anlamlt bir
iliski  bulundu (p<0,05). Aymi zamanda mineralli su- sigir jelatini
kombinasyonlarinda pihti olusumu yoOniinden jelatin konsantrasyonlari arasinda
anlamli bir iligki bulundu (p<0,01). Doku faktorii (DF) ve jelatinin proteinleri
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)’nde protein bantlarina bakildi. DF ve jelatinin
protein bantlarinin molekiil agirliklarinin SDS PAGE’de 220 ile 45 kDa arasinda

oldugu goriildii.

66



Hemostatik sistem, kanama ve pihtilagmayi igine alan bir kavram olup fizyolojik
bir olaydir. Bu sistemde olan bazi pihtilasma proteinleri, karacigerde sentezlendikten
sonra posttranslasyonel modifikasyon ile ilave bir karboksil grubu alarak pihtilasma
sisteminde etkin hale gelir. Bu reaksiyon igin K wvitamim gereklidir. Cilinkii
karboksilazlarin koenzimi K vitaminidir. 1990’ li yillarin basindan beri bilinen bu
mekanizma tromboza bagli MI, serebrovaskuler, periferal damar hastaligi olan
kisilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Kullaniom esnasinda da diyete dikkat
cekilmektedir. Ciinkii s6z konusu pihtilasma proteinlerine karboksil grubunun
baglanmasi K vitaminini gerektirir. Sentezi bagirsak bakterileri tarafindan da yapilan
K vitamini eksikligi, heniiz bagirsaklar1 steril olan yeni doganda bazen kanama
olarak kendini gosterir. K vitamini enjeksiyonundan sonra ilgili pihtilasma
proteinlerinin karboksilasyonu gergeklesecegi icin kanama durur. Bu tedavinin amaci
K vitaminini baskilayarak pihtt olusumunu, kanamaya sebebiyet vermeden
engellemektir. Tedavide kullanilan ilaglarin doz ayar1 ekstrensek pihtilagma
sisteminin gostergesi olan protrombin zamani testi (PTZ) ile Quick (1935) medonuna

gore takip edilir (3).

Varfarin (Kumarin) gibi oral antikoagulanlar, kullananlarda K vitamini
antagonistleri ile basarili bir antikuagulan tedavisidir. Kanama riskini azaltan etkili
bir antikoagulasyonlardir. Tedavi esnasinda hastanin protrombin zamani testinin
(PTZ) dikkatle izlenmesi gerekir. PTZ pihtilagsma testi; karaciger yetmezliginde ve
diger hastaliklara bagli koagulasyon bozukluklarinda ve ameliyat dncesi gibi kanama
riskinin tayininde yaygin olarak kullanilmaktadir. Orjinal DF, hayvan ya da insan
kaynakl1 ekstraktlar ham dokudan elde edilir. Kumadin tedavisi goren hastalarm K
vitamini alinmasina dikkat edilmelidir. Cilinkii gereginden fazla alinir ise kumadin
tedavisini antagonize edebilecegi gibi, bu gidalarin gereginden az alinmasi da
kumadin duyarliliginda artisa dolayisiyla asir1 antikoagiilasyona neden olabilir.
Bundan dolayi giinliik alinacak K vitamini miktarini pek degistirmemek uygun olur.
Gunlik onerilen miktar 56-80 ng dir. Fazlasi sakincali olabilir. K vitamini yoniinden
zengin besinler koyu yesil yaprakli sebzelerdir. Eger yiiksek miktarlarda K vitamini
alinirsa, alternatif bir enzimatik yolak araciligiyla varfarinin (kumarin) antikoagiilan

etkisini geri ¢evirmektedir. K vitamininin baslica kaynaklari: yesil yaprakli sebzeler
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(roka, brokoli, 1spanak, lahana gibi) dir. Bu sebzelerin tazelerinde K vitamini orani
daha fazladir (62).

Mineralli sular, uzun yillardir birgok hastalifin tedavisinde kullanilmistir.
Mineralli sular saf su niteligi tasimamaktadir. Bu mineral ve elementlerin bir kisma,
beslenme fizyolojisinde dnemli yere sahiptir. Turkiye'de mineralli sular maden suyu
olarak geleneksel adiyla bilinmektedir ve 6zellikle mide, bagirsak ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda iyilestirici olarak faydalanilmaktadir. Bikarbonat, sulfat, klordr, flordr,
magnezyum, sodyum, kalsiyum, potasyum ve demir gibi mineralleri intiva eden su,
onemli bir besin 6gesidir. Viicutta bircok fonksiyonun yerine getirilmesinde 6nemli
rol oynayan minerallerin gilinliik ihtiyacinin karsilanmasinda mineralli sular

onemlidir (15).

Jelatin kemik, kikirdak ve deride bulunan kollajenin kismi hidrolizi ile elde
edilen ¢ozundr bir proteindir. Jelatinin 6zellikleri hayvanin yasina ve kollajen tipine
gore degisiklik gosterir. 27 farkli kollajen tipi bulunur. En yaygin olam1 bag
dokusunda bulunan tip I kollajenidir. Suda ¢6ziinmeyen kollajen asit veya baz ile
muamele edilip suda ¢ozlnlr formu olan jelatin elde edilir. Jelatin kollajene gore
daha kullanishdir. Jelatin sisme ve ¢oziiniirliik yapisindan dolay: jellesme 6zelligi,
kivam arttic1 ve su baglama kapasitesi gibi 0zelliklere sahiptir. Ayrica emilsiyon,
kopiik olusumu, adhezyon-kohezyon, koruyucu kolloid islevi ve film olusturma
kapasitesini iceren ylzey davraniglariyla ilgili 6zellikler icermektedir. Kolajen ve
jelatin, beslenme veya ila¢ uygulamalar igin umut verici olarak saglik alaninda
biyolojik etkiye sahiptir. Genellikle, kolajen ve jelatin hidrolizleri domuz veya sigir
derisinden Uretilir. Son yapilan ¢alismalarda jelatin veya kollajen igin, kivam arttirict,
kopartict ajanlar, kolloid stabilizatorler, hidrojeller, inceltici ajanlar, biyolojik
olarak parcalanabilir ambalaj malzemeleri gibi Grlinlerde uygulanmaktadir. Ayrica
jelatin veya kollajenler sentetik ajanlarin dogal ajanlara gére daha sik tercih edildigi
bildirilmistir (63).

Travma sonrasi siddetli kanama 6lum nedenlerinden bir tanesidir. Travmatik
hastalarda koagiilopati gelisir. BOylece pihtilagsma faktorleri ve trombositlerin
azalmasina neden olur. Koagllopati fibrin polimerizasyon bozukluguna neden

olmaktadir. Tedavi amaclh kullanilan paketlenmis kirmizi kan hiicreleri, trombosit
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konsantreleri ve taze donmus plazma (TDP) kullanilir. Kullanilacak dozlar
o6nemlidir. Chowdary ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, 6nerilen TDP dozlarinin
kritik hastalarda ciddi pihtilasma faktorii eksikliklerini diizeltmek icin iki ya da g
katina ¢ikarilmasi gerektigi gosterilmistir. Son yillarda, ¢esitli pihtilasma ¢alisma
raporlart TDP kullanimini1 desteklemek i¢in tromboelastometri (TEM) metodona
dayanan algoritmalarin kullanilmasi1 6ne siiriilmiistiir. Fakat TEM teknolojilerinin

dogrudan pihtilasma testleriyle iliskisine bakilmamistir(51).

Cerrahi operasyonlarda intravendz yani hemodiliisyon (kan seyreltici) sivilar
kullanilmaktadir. Bu sivilar kristalloid ve kolloid olmak iizere iki gruba ayrilir.
Burada ki amag, hem hastanin yeterli oksijen solunumu hemde plazma genisletici ve
dolayisiyla kan hacmini yeterli diizeyde olmasi gerekmektedir. Ayni zamanda tedavi
stirecinde pihtilasmayi ve sedimentasyon hizin1 bozulmamasi gerekmektedir. Kolloid
stvilar damar iginde uzun siire kalabilme 6zelligine sahiptir. Sivi baglama kapasitesi,
ortalama molekiil agirliklari, i¢lerindeki farkli molekiillerin agirliklarinin dagilima,
kolloid madde yogunlugu ve biyolojik yikim sekilleri gibi ozelliklere sahiptir.
Gunumuzde yapay kolloidler teknik olarak daha kolay olmasi nedeniyle ozellikle
hemodiliisyon saglanmasi istenen durumlarda dogal kolloidlere gére ¢ok fazla tercih
edilmektedir (52). 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada, koroner bypass veya kapak
ameliyati olan hastalarda, cerrahi ameliyat sirasinda kolloid sivilar kullanilmistir.
Calismada Gelofusin (jelatin igerikli soliisyon), Isohes (orta molekiil agirlikli
hidroksietil (HE) nisasta) ve Voluven (diisiik molekiil agirlikli HE nisasta) ¢ grup
seklinde ayrilmistir. Bu ¢alismada sigir jelatini kullanilmistir. Ameliyat 6ncesi ve
ameliyat sonrasi ilk 24. Saatte PT, aPTT, INR, BUN, kreatin, SGOT ve SGPT
degerleri Olciildii. Hemodinamik degerler kaydedildi. Calisma sonucunda,
fibrinojen degerleri hari¢ diger parametrelerde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi ve gruplar arasinda anormal kanama durumuyla karsilasilmadigi
saptanmistir. Bu yiizden Voluvenin kalp cerrahilerinde hemodinamik agisindan
Isohes ve jelatin icerikli Gelofusin gibi glivenle kullanilabilecegi kanitlanmistir (53).
Benzer bir calismada ise, hemostaz sisteminde kolloid sivilarin etkilerini ve
etkinligini kiyaslayarak , Voluven’in orta molekiil agirlikli HE nisastalariyla veya
Gelofucine (jelatin) ile karsilastirildiginda koagiilasyon testlerini az yiikselttigi ve
normal degerlere daha ¢abuk ulastigi kanitlanmistir (54).
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Hemostaz sisteminde asir1 kanamalar 6liim nedeni olabilmektedir. Asir1 kan
kaybinin azaltilmasi birinci dnceliktir. Gegmis yillarda ve gliniimiizde kullanabilirligi
halen siirdiiriilen kanama komplikasyonlarini azaltmak adina hemostatik ajanlar
kullanilmaktadir. Bu ajanlar ayni zamanda iyi biyouyumlulugu sahip, kullanima
hazir ve hafif olmasi ayn1 zamanda ekonomik olarak ucuz olmasi agisindan tercih

edilmektedir (56).

Hemosatik ajanlar olarak jelatin kitosan gibi ajanlar kullanilmaktadir.
Kullanim alanlar1 ¢ok genis olup, endiistriyel gida {iretimlerinde, kozmetik
urtinlerinde, biyolojik iskelelerde, ila¢ miihendisliginde, doku miihendisliginde, ve
saglik alanlarinda fonksiyonel bir biyopolimer olarak kullanilmaktadir (48,49,57).
Hemostatik ajan olan jelatinin diisiik toksisite, biyouyumluluk ve biyocozinurlik
Ozelliginin bulunmasi ayrica diisilk maliyetinin olmasi1 gibi miikemmel 6zellikleri

nedeniyle hemostatik bir malzeme olarak ¢ok dikkat ¢ekmistir (55).

Jelatin suda ¢oziinebilen kimyasal yapisindan kaynakli emilebilir bir 6zelligi
vardir bu yiizden trombosit agregasyonunda aktive edebilme ozelligi tasimaktadir.
Bu ajanlar genellikle birgok ¢esit dogal polimerle karistirilabilir. Buna dayanilarak
Lan G. ve arkadaglarinin yaptigi caligmada, polimer 6zelligi olan jelatin-kitosan
icerikli emilebilir slinger maddesini gelistirmek ve cerrahi sirasinda hemostatik
malzeme oldugunu gostermislerdir. Kitosan, iyi bir viskoziteye sahiptir ve serbest
amido gruplan igerdiginden dolay1 jelatin ile capraz baglanabilmektedir. Jelatin ve
kitosanin bu Ozellikleri, molekiiller arasinda polimer agi olusturmalarini ve bu
sebeple yarali bolgede kanin durmasini saglayan yara bantlarina benzer gézenekli
Ozellikler kazanmasini sagladigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma, tavsanin karaciger arter
kanmas1 modelinde uygulanmigtir. Kullanilan jelatin domuz kaynakli ve bloom 300.
Jelatin % 8 (w/w) konsantrasyonunda, 50 ° C' de distile su igerisinde ¢oziilmiis.
Calisma sonucunda, jelatin — kitosan stingerinin trombin retiminde hem aPTT hem
de PT testleri ile belirgin bir fark goézlenmedigi ancak trombosit agregasyonuna

tesvik etmesi yoniiyle hemostatik sistemde etkili oldugu kanitlanmistir (55).

Pihtilagma sisteminde, trombin (FIla), fibrinojen (FII)’ in fibrine (FIIa)
doniisimii  i¢in  gerekli olan riindlir. Aym1 zamanda trombin-trombosit

agregasyonunda, faktér VIII, faktor V, faktor XI, faktor XIII ve protein C'nin
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aktiflesmesinden sorumludur. Trombin sadece hemostatik sisteminde degil, ayrica
hiicre iyilesmesinde gorevli reseptorlerle etkilesime girip mitojenik (hiicrenin mitoz
gecirmesi) olaylarin siirecinde de islev saglar. Terapdtik etkisi olarak trombinin
hemostatik ajan olarak kullanilmasinin yara iyilesmelerinde etkili oldugu
sOylenmistir. Aym1 zamanda topikal hemostaz ve yara iyilesmesinde trombine ek
olarak kollajen preparatlar1 (jelatin siingeri) kullanilmistir. Ayrintili bilgi igin
kaynaga bakilabilir (60,61).

2009 yilinda yapilan bir ¢aligmada, koagiilasyonu normal hastalardan alinan
kanlarda, in vitro kosullarda % 6 hidroksietil nisasta (HES) ve % 4 suksinilli jelatin
soliisyonlarinin koagiilasyon iizerine etkileri ¢alisilmistir. HES ve jelatin preparatlar
en sik kullanilan kolloid soliisyonlaridir. Bu iki tip kolloid ile % 0, % 20, % 30 ve %
40 hemodiliisyon (kan seyrelmesi) saglanmis kan ornekleri, trombelastograf
cihazinda bakilmistir. Calisma sonucunda, % 6 HES soliisyonlarinin, koagiilasyon
egiliminde tehlikeli artis1 nedeni ile zayiflatilmas: gereken klinik durumlarda avantaj
saglayabilecegi ve % 4 siiksinilli jelatin soliisyonlarinin ise koagiilasyona meyilli
saptanan durumlarda avantajli olabilecegi sdylenmistir. Ayrica kesin etkilerin, daha
genis hasta iceren ¢alismalarla desteklenmesi gerektigini de belirtilmistir (58).

2014 yilinda yapilan benzer bir ¢alismada, elektif major ortopedik cerrahi
geciren 55 yas lzerindeki hastalarda, %6 hidroksietil nisastanin (HES) ve %4
modifiye sivi jelatinin, koagiilasyon ve renal parametreler {izerine etkileri
arastirilmistir. 50 hastada calisilmistir. Hastalarin ameliyattan 6nce ve ameliyattan
sonra 4. 12. ve 24. saatte hemoglobin(Hb), hematokrit(Hct), trombosit sayisi,
protrombin zamam (PT), aktive parsiyel tromboplastin zamani(aPTT), ylizde
aktivasyon degeri, INR, kan iire azotu(BUN), kreatinin, sodyum, potasyum, klor,
alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransaminaz (AST) degerlerine
bakilmistir. PT, aPTT ve INR arasinda fark olmadig1 goriilmistiir. Uygulanan dozlar,
farkli parametrelerde degisikliklere neden olmustur. Fakat 6l¢iilen degerlerin tedavi
gerektirmedigi sonucuna varilmistir. Sonugta her iki kolloid soliisyonunun 55 yas
iistli hastalarda ve biiylik cerrahilerde takip edilmesinin gilivenle kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir (59).
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2012 yilinda bir derlemede, agik parsiyel nefrektomi de hemostaz ajanlarin
onemi vurgulanmaktadir. Tropikal hemostazlar arasinda jelatin igeren spanglar
bulunmaktadir. Bunlar kanama bdlgesine yapistiktan sonra trombositlerin
yakalanmasina yol agmaktadir. Boylece pihtilasma mekanizmasini aktivite ederler.
Bir aragtirmaci hemostatik ajan1 kuru span¢ formunda daha siklikla tropikal
trombinle kombine olarak kullanildigina deginmistir. Bu kombinasyon, jelatin
hemostatlarda saglanan 6nemli bir degisim olmaktadir. Bu spangin en énemli 6zelligi
kanda veya sivilarda kendi agirhi@inin 40 katina kadar absorbsiyon yapabilmesi ve in
vivo olarak kapasitesini %200 oraninda arttirabilmesidir (60).

Travmalarda kontrolsiiz kan kaybi, 6liimiin ana nedenidir. Buna bagli olarak
hemostatik ajanlar kullanilmaya baslanmis ve hemostatik ajanlar umut verici
sonuglar gostermistir. Hemostatik ajanlar, biiylik ve hizla kanayan bir yaranin
tyilestirmesinde uygun oldugundan, 2004 yilinda yapilan bir ¢aligmada, mineral olan
zeolit, hemostatik ajan olarak in vitro yapilmigtir. Calisma sonucunda kanama
modelinde %83 oranda iyilesme saglandigi kanitlanmistir (61).

Yapilan g¢alismada Montmorillonite adli kaya minerali, yiksek katyonik
degisim kapasitesine sahip olup toprak kilden olusmaktadir. Bu mineral pargaciklar
Nano pargaciklarma dondstiiriilerek in vitro olarak ¢alisilmistir. Koagulasyon
testlerindn kanama zamani testine bakilarak analiz yapildi. Analiz sonucunda
kanama suresi 240 saniyeden standart test kosullar1 altinda 40 saniye iginde pihti

olusumu kanitlanmustir ( 67).
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8. SONUC

Sonug olarak, pihtilasma sisteminde etkin rolleri olan mineral ve jelatinin, kuzu
akcigerinden elde ettigimiz doku faktorii ile protrombin zamani testi (PTZ) etkisi in
vitro sartlarda ekstrensek pihtilagma sistemi ile ilgili bu ¢alismamiz bulgularimiz
dogrultusunda in vivo yapilacak calismalara 1sik tutacak nitelikte oldugunu

gostermistir.
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