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Fibrinoliz, 19.cu yiizyilin son ve 20.ci yilzyilin ilk yar11ar1nda
dikkati gekmefe baglayan ve uzun bir siire hekimlerin, fizyologlarin, bakteri-
yolog ve biyokimyacilarin zaman zaman gbzlem ve deneylerine konu tegkil etmig
bulunan bir olaydir.

Bu konuda yayinlanms ilk gzlem, taninmig ltalyan patolopu Morgagni-
nin 1761 de basilmig olan "De Sedibus et Cabsis Motborum" isimli eserinde
anf 8lim vakalarindan bahseden b8liimde g8rtilir (1). Bundan 25 yi1l sonra John
Hunter anf &liim vakalarinda kanin pihtilagma $zellifini kaybettifini yazmig-
tir, Bu yazara gdre, damarlarin igindeki kan sivi halde bulunmakta ve viicut
digina alindiktan sonra da pihtilagmamaktadir (2).

Dastre (3), kipeklerde agir kanamalar yaratildiktan sonra alinan kan-
daki pihtilarin siiratle eridigini tesbit etmis ve bu olaya fibrinoliz adim

vermigtir.

Bu olayi aktif olarak degistirmege ilk girigen aragtirici Denys (4)
olmugtur. Bu aragtirici, in vitro gartlarda, seruma kloroform il@ve ederek
fibrinolitik, daha dofrusu proteolitik aktiviteyi arttirmayi basarmigtir.Bu
bulgu 1903'de Delezenne ve Pozerski (5) tarafindan da dofrulanmigtir. Ayni
y1l Hedin (6) kanin globiilin fraksiyonunda spontan fibrinolitik aktivitenin
bulunduunu gdstermis ve daha sonra Opie ve Barker (7) ndtral tuzlarla ¢8k-
tiirme metodu ile albiimin ve globiilin fraksiyonlarini ayirmayi bagarmg ve fib-
rinolitik aktivitenin globiilin fraksiyonunda kaldifini g8stererek Hedin'i teyit

etmiglerdir.,

Morawitz (8) 1906'da anT Slen kigilerin pihtilagmayan kanini, normal-
lerden alinan kana pirhtilagmadan Snce ve pihtilagmadan sonra ildve ederek
pihtilagmanin 8nlenebildigini veya meveut pihtinin eriyebildifini gdrerek ani
Slenlerin kanindaki faktdriin hem fibrinojene hem de fibrine etkili oldugunu

saptadi,

Dale ve Walpole (9) 1916'da kloroformun serum antitripsinini tahrip
ettigini gdstermiglerdi; bundan sonra da, serumda fibrinolitik ve proteolitik

aktiviteleri inhibe eden maddeyle tripsin inhibitdriintin ayni madde oldugu
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goriigli ortaya ¢cikmgtir. Nolf (10,11,12,13,14) 1905'te bu konuyla ilgilenmege
baglamig ve yarim yiizyi1li agan aragtirma hayatinda zaman zaman fibrinolizle
ilgili yayinlar yapmigtir, Bu aragtirici gok, anafilaksi, pepton enjeksiyonu
ve hepatektomi gibi olaylarin fibrinolize etkilerini incelemig; fibrinolizin
pihtilagmayr saflayan bir enzimin etkisinin devami sonucunda meydana geldifini
ileri slirmiigtiir, Damar cidari endoteli iizerinde fibrin meydana geldigini ve
bunun fibrinoliz etkisiyle eridigini ilk defa ortaya atan da yine Nolf olmug-
tur., 1937'de Schmitz (15) asid ortamda ¢Sktlirme usuliiyle serum albiimininden
fibrinolitik enzimi ayirmigtir, Schmitz fibrinoliz inhibitdriiniin normal gart~
larda fibrinolizi &nlemekte etkili oldufunu; fibrinolitik pro-enzimle aktiva~
toriiniin ancak fibrin lizerine adsorbe olduklari takdirde inhibit®riin etkisinden
kurtularak fibrinolize yol agtiklarini ileri siirmiigtiir. Bu gdriig 25 yil unu-
tulduktan sonra 1960'larda tekrar ortaya atilmgtir, Bu gekilde fibrinoliz
meydana getiren maddenin, serumun euglobulin fraksiyonunda bulundufu ve pH 5.2

dolaylarinda ¢oktiiriilebildigi 1937 senesinde gdsterilmigtir.

1933'te Tillett ve Garner (16) deneysel fibrinolize bagka bir agidan
yaklagmiglardir, Bu aragtiricilar, bazi hemolitik streptokok suglarina ait
filtratlarin kan pihtilarini siiratle erittipini gdrmiigler; filtratta fibri-
nojen ve fibrin igin spesifik olan proteolitik bir enzimin varlipinmi diigiin-
miigler ve buna "fibrinoclizin" adini vermiglerdir. 1941 senesinde Milstome (17)
streptokoklardan elde edilen streptokinazin piirifiye edilmig fibrinojen lize-
rine hidrolitik bir etkiye sahip olmadifi, fakat ortalama globiilin ihtiva
eden serum fraksiyonu ildve edilecek olursa fibrinolitik aktivitenin ortaya
¢iktiBini saptadi. 1944'de Kaplan (18) globiilin fraksiyonundaki maddenin sa-
dece streptokok filtratiyla degil, fakat ayni zamanda kloroformla da aktive
edilebildipini gstermigtir., Christensen (19), Christensen ve MacLecd (20)
1945"te gerek kloroform ve gerek streptokok ekstraktiyla aktivasyon sonunda
meydana gelen enzimin ayni madde oldufunu bulmuglar. ve bunun tripsin'den
farkli oldupunu gdstermiglerdir, Bbylece gegitli aktivasyon mekanizmalarinin
tek bir enzim {izerinden etkili olduklari anlagilmgtir. Christensen ve MacLeod
streptokok filtratindaki etkili madde igin streptokinase, plazmatik fibrino-
lizi saglayan pro-enzim igin plasminogen ve bunun aktif gekli icin de plasmin
terimlerini teklif etmiglerdir. Plasmini inhibe eden ve albiimin fraksiyonunda
bulunan maddeye de antiplasmin adi verilmistir (§ekil 1). Biitiin k18sik kitap-
lara alinmg bulunan bu sema o zamanki bilgilere g&re defierlendirilecek olur-
sa anlatilmak istenenden ne kadar uzak olduffu gSriilebilir. Plazminojen yalniz
bagina fibrini eritmedifi mutlaka plazmine ddnmesi gerektifi bilindigi halde

plazminojene litik faktdr denmesi isimlendirmenin karigiklifa yol agmasina
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neden olmugtur. Eper plazminojen 1litik karaktere sghip defilse ve ona fonksi-
yonel bir isim verilmek gerckiyorsa prolitik fakt®r, plazmine ise litik fak~

tor denmesi gerekirdi,

Alblimin fraksiyonu @ Oglobiilin fraksiyonu

Plazminojen (litik faktdr)

Antiplazmin = = = = = = == - = > | % Streptokinase
Antiplazmin-plazmin-f’"- ] Plazmin fibrin
kofipieks s fibrincjen
Kloroform'la tahrip edilir; 5 .
fraksiyonlama, diliisyon gibi kazexn
usullerle ayrilabilir. jelatin v.b,
maddeleri eritir,

Sekil,1l

Plazminojen ve plazmin'in kandan elde edilmesi igin ilk Snemli giri-
gim E,J. Cohn ve arkadaglari tarafindan yapilmgtir. Bu aragtiricilar bu
proteinleri plazmadan sofukta alkol ile fraksiyonlama metoduyla ayirmiglar—
dar (21).

Bundan birkag yil sonra problemler ortaya ¢ikmaga baglamigtir. Geiger
(22) bazi hayvanlardan elde edilen plazminojen'in streptokinaz tarafindan
aktive edilebilmesi igin bir bagka faktSre daha ihtiyac oldufunu ileri siir-
miigtiir, Bu konuyu inceleyen Mullertz ve Lassen (23) 1950'de, si¥ir plazmino~
jeninin streptokinaz ile aktive olmadifini; fakat ortama az miktarda normal
insan plazmasi il@ve edilirse aktivasyonun derhal meydana geldigini bildir-
miglerdir, Bu aragtiricilar, insan plazmasinda inaktif bir pro—-aktivatdr
oldufunu; streptokinazin bunu aktive ettifini ve bdylece meydana gelen akti-
vatdriin plazminojen'i plazmin'e doniigtiirdiifiini diigiinmiiglerdir,

Difer taraftan bir btagka yoldan giden Astrup ve Darling (24) ve Astrup
ve Permin (25) doku ekstraktlarinin da, fibrine baglanmg bulunan plazminojeni
aktive ettipini gbstermigler; Demuth ve Riessen (26) kanda inaktif bulunman bir
fibrinolitik proenzimin dokulardan gelen bir madde tarafindan aktive ediidigini

ileri siirmigtiir (2. gekle bakiniz),.



Streptokinaz Plazminojen
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. \L Urokinaz
Proaktivatdr = -~ = = 2 Aktivatdr - - ~ # | Doku aktivatdrii

/i\ Tripsin

|

! W fibrin

| tnhibitdrler| - 3Plazmin = - - - y-i
pargalanma
firlinleri
Sekil, 2

G3riildligii gibi, bazi noktalarin heniiz glipheli olmasina rafmen, doku
ekstraktlarinin, bazi viicut sivilarinin, streptokinaz ve kloroformun etkile-
rinin hep ayni noktada, yani, plazminojen {izerinde birlegtigi, 1950-1960
arasinda, gofunluk tarafindan kabul edilmig oldu.

Millertz (27,28) normal fibrinolitik aktivite durumunda dolagimda
kiiglik miktarlarda plazminojen aktivat8rii bulundugunu; fakat serbest plazmin
bulunmadigini ortaya koydu. Son zamanlarda gBsterildizi gibi stres hallerinde
artan fibrinolitik aktivitede yliksek aktivatdr seviyelerine kargilik plazmin-
de artma goriilmemesi Miillertz'in gtriiglini desteklemektedir. Normalde plazmada
bulunan kiigilk miktarlardaki aktivatdriin Snceden tegekkiil etmig olan aktivatd-
riinli devamli olarak igleyen bir inaktivasyon ve/veya yikilma mekanizmasinin
bir firlinii mii olduBu, yoksa daha kompleks bir bagka mekanizmaya bagli m1 bu~
lunduBu aydinlatilmasi gerekli bir problemdir.

Gesitli uyaranlarin fibrinolitik aktiviteyi arttirdiklari bilinmekte-
dir, Biggs ve ark. (29), Ogston ve ark. (30) zihnf gerilimlerin fibrinolitik
aktiviteyi arttirdifini g8stermiglerdir. Keza, ayni artma adrenalin zerkle-
rinden ve affir egzersizden sonra da gbsterilmigtir (31,32,33). Bu sonuncu du-
rumda, fibrinoliz artmasinin endojen adrenalinden ileri geldipi genellikle
kabul edilmektedir (34,35,36,37). Fantl ve Simon (38) elektrogok tedavisinden
sonra; Tagnon ve ark., (39) anoksi sirasinda; Kwaan ve ark. (40,41,42,43) lckal
iskemiye bafili olarak; Soulier ve Koupernik (44) yliksek dozda asetilkolin zerk=-
lerinden sonra; Eichenberger (45) ve Von Kaulla (46,47) pirojen bakteri poli-
sekkaridlerinin zerkini takiben fibrinolitik aktivitede artma oldufunu bildir-
miglerdir, Qegitli maddelerin ve bu arada nikotinik asid (48,49), serotonin (50)
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siilfoniliire bilegikleri (51), testosteron ve nandrolon (52), klofibrat (53),
fenformin (54), bdyle 6zellikleri oldupu gdsterilmigtir. Bu aragtiricilarin
hicbiri antiplazminde azalma bildirmediklerine gbre, yukarida gdriilmiig olan
fibrinoliz artmalari dogrudan dopruya dolagima artan miktarda aktivatdr karig-
masindan ileri gelmektedir. Bu enzimin kaynapi muhtemelen damar cidari endo-
teli olarak kabul edilmektedir (Todd, 55,56,57,58 ve Warren 59,60,61,62).

Aktivatdriin, insanda ve deney hayvanlarinda, dolagima karigmasinin

mekanizmas1 birgok aragtirmalara konu olmugtur (63,64,34,65,66,35,67,36).

Holemans kdpeklerle (63,64,65) caligarak adrenerjik mekanizmayi kabul
etmemekte; fibrinoliz artmasini, perivaskiiler mast hiicrelerinin histamin de-
garj1 yaparak endotel hiicresi zarinin gegirgenlifini arttirmasi ve aktivatd-
riin béylece dolagima katilmasiyla izah etmektedir. Ayni aragtirici, fibrinoliz
aktivasyonu iizerine vazoaktif degigikliklerin onemli rol oynadiini ve vazo-
dilatasyonun vazokonstriksiyondan gok daha fazla etkili oldupunu gBsterdi.

Cho ve ark. (66) da, gegitli vazoaktif maddelerle (adrenerjik reseptdr bloku
yapan maddeler, histamin, histamin degarji yapan maddeler, antihistaminikler)
galigtiktan sonra, adrenerjik mekanizmayi reddetmekte, fibrinolitik aktivas-

yonun histamin aracilifiyla oldupu sonucuna varmaktadir.

Tanser (67) insanlarda yaptifi incelemelerde, monoamino-oksidaz (MAO)
inhibitdrlerinin ve adrenmerjik blokerlerin fibrinolitik aktivite iizerine et=

kisiz olduklarini bildirmistir,

Buna karsilik Cash (68) ve Akokan (69) insanda adrenmalin ve spesifik
blokerleri kullanarak, beta reseptdrler aracilipiyla fibrinolitik aktivasyon

meydana geldigi sonucuna varmiglarditr.

Yukaridan beri bir 8zetini vermege galigtigimz fibrinolitik aktivite
hakkindaki gdriigleri iki zit grupta toplayabiliriz: '

1- Damar cidarina yakin bulunan mast hiicrelerinin histamini sali-
vermeleri sonucu aktivatdriin dolagima gegerek fibrinolitik akti-
viteyi arttirmasi,

2- Herhangi bir nedenle endojen adrenalin seviyesinin yikselmesi

fibrinolitik aktivitenin artmasina yol agmaktadir.

Ikinei gdriigi dogrulamak amaciyla yapilan deneyler, problemin ¢dziil-
mesinden ziyade daha da kar:gikliga yol agmig, arastiricilarin bir grubu MAO
inhibitdrlerinin ve adrenerjik blokerlerinin fibrinolitik aktivite iizerine

etkisiz oldugunu gbsterirken (67), diferleri ise aksi sonuca varmakta ve
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adrenerjik sistem reseptdrlerinin spesifik blokerlerini kullanarak fibrino-
litik aktivitenin artmasini beta reseptdrler aracilipiyla izah etmektedirler.

Aragtiricilar arasindaki bu anlagmazlik agapidaki ihtimallerden ileri
gelebilecegini diglinmekteyiz,

1- insanlarda tesbit edilen fibrinolitik aktivite artiginin neden-
lerinin aragtirilmasi ic¢in konuya uygun bir model hayvanin daha
heniiz bulunmamsg olmasi,

2- Gerek insanlar gerekse hayvanlar iizerinde yapilan deneylerin
plénlanmasi, sonuglarinin deperlendirilmesinin farmakolojik agi-
dan yetersiz olugu,

3~ Kanda tesbit edilmig olan f1br1nol1t1k aktivitenin ¥lglimi igin

5 kullan11an metodlarin yetersizlipi, :

_ 4~ Bulimdugu varsayilan ve sonug olarak fibrinolitik aktivite ola-
rak kendini gSsteren olugum zincirinin halkalarinin tam tanimla-
namemig olmasi,

Fibrinolitik aktivite degigiminin karmagik mahiyetine biraz da olsa
agiklik getirmek ve fibrinoliz olay1n1 biraz daha yakindan incelemek iinidi
ile bu ¢aligma yapilmigtir,

N e |



PLAZMINOJEN
AKRKTIVATOSRLER IiNHIBITORLER
Kan aktivatdrii
Doku aktivatorii EACA - AMCHA
Urckinaz
Streptokinaz

SK-plazminojen kompleksi
SK-plazmin kompleksi

PLAZMIN
iNHIBITOHRLER

@, = makroglobiilin

a, = antitripsin

FIBRINOJEN

Fitrin pargalanma iirtinleri
(FDP)

V'

FIBRIN
Faktdr V
Fakttr VIII

Diger kan proteinleri

Sekil. 3



Fibrinoliz - Fibrinolitik Aktivite

"Fibrinoliz olayinin anlayig diigiincesi, bu husustaki hakikat ile hayali
birbirinden ayirmanin her zaman kolay clmadifi bir diizeye erigmigtir. Zamanin
slireci, bu alanda galigan arastiricilarin diiglincelerinde bazen hakikatle bir
baBdagma temayiiliine yol agmg olsa bile, birgok fikirlerin daha heniiz hipotez-
den ileri gitmedifini kabul etmek yerinde olacaktir. Hakikaten fibrinoliz bii-
yik bir ihtimalle gok dnemli bir sistem oldupu anlagilmaktadir, fakat onun
sonuglary daha heniiz tahminden ileri gitmedifi ve bu olayin metodlarinin hdla
daha ilkel bir diizeyde oldufu ancak gok yeni farkina varilabildi, Bu nedenler
buglin igin fibrinolitik sistem hakikndaki herhangi bir gdriig yarim ve tahmi-
nidir", Recent advances in blood coagulation, sayfa 229, G.R, Fearnley.

Normal gartlarda, in vitro ve steril bir kan pihtisi giinlerce erimeden
kalabilir., Buna kargilik bazi bagka gartlarda ise, pihti kisa zamanda eriye-
bilir ve buolaya fibrinol iz denir., Bu sonuncu durumda, plazmanin
fibrinolitik aktivitesinin artmasi plasminojen aktivatSrlerinin artmasi ile
izah edilmektedir.

Bir bagka karigiklik nedeni de fibrinoliz, proteoliz ve tromboliz te-
rimlerinin bazen birbirinip yerine kullanilmasidir. Burada fibrinoliz teri-
mini, sadece fibrinin proteolitik enzim etkisiyle parcalanmasi olayir ig¢in
kullanmak gerekmektedir. Tromboliz ve trombolitik aktivite terimleri ise,
trombus ve fibrinli eksiida'min in vivo erimeleri olayinin biit{iniinii anlatmak
igin kullanilmalidir., Proteoliz ve proteolitik aktivite terimleri ise plaz-
min ve difer proteolitik enzimlerin, fibrin, fibrinojen ve kazein gibi subs-
trat olabilen biitiin proteinler {izerindeki etkilerini anlatmak igin kullanil-
maladair,

Bu tariflere bafli kalinarak diigliniiliirse, bugiine kadar yapilmig olan
birgok klinik aragtirmanin aslinda, kanin proteoclitik enzimlerinin fibrin

substrati lizerindeki etkisini Blg¢mekten ibaret oldufu sonucuna varilair.

Ayni gekilde, in vitro metodlarla plazminojen aktivatdr seviyelerinin
artmg oldufunun gdsterilmesi; in vivo olarak ¢ canlida paralel bir tromboliz
veya proteocliz artmasinin meydana geldifini ileri siirmemize yetmez. Bu sonun-
cu iddiayi ispatlamak ig¢in, kandaki fibrinojen seviyelerinin diigmiis oldugunu
gostermek gerekir.
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Bugline kadar, bu konudaki aragtirmalarin gofu kandaki proteolitik enzim
seviyelerinin fibrin substrati iizerine etkisini Slgmek temeline dayanmaktaydi.
Daha agik sdylemek gerckirse, in vitro metodlarla, sadece plazminojen aktiva=
tér seviyelerindeki degigiklikler &lgililebilmektedir, Bu depigikliklerin in

vivo etkilerle kargilagtirilmasini pek az aragtirici yapabilmisgtir.

Bidwell ve McFarlame (70) insan kaninda afir egzersizden sonra plazmi-
nin fibrinojen iizerine etkisi clmadigini ve yine bu kigilerden fibrinolitik
aktivite (F.A.) plazmin inhibit3riinden de etkilenmedifini g&sterdiler. Kwan,
McFazean ve Cook (71) insanda adrenalin injeksiyonunun plazmin-fibrinojen
reaksiyonunu etkilemedizini g8sterdiler, Kwan (43) bu durumdaki plazminin
dzelliklerinin daha ®nce Mole (72) tarafindan kadavra rlazmininde bildiril-
mig 6lan Ozelliklere sahip oldufunu gdsterdi. Bu bulgulardan su sonuglari

¢ikarabiliriz:

1) In vitro galigmalarda gdsterilmig olan plazminojen aktivatdr
seviyelerindeki artmalar, yetersiz testlerin bir {iriinli olabi~-

lir veya,

2) Plazminojen aktivatdrleri hakikaten artmakta, fakat, deneyden
dnce veya deney sirasinda ortaya ¢ikmig bulunan inhibitdr bir

mekanizma, plazminojenin aktive olmasini Snlemektedir.



Fibrinolitik Sistemin Biyokimyasi

Diger taraftan, son yillarda fibrinolitik sistem biyokimyasi biiyiik
geligmeler gdstermis, bu sistemin birgok faktdrleri izole edilerek &zellik-
leri anlagilmafa baglanmigtir. Asafida bu faktdrler kisaca tarif edilmek-
tedil‘.‘.

Pro-~aktivatdr

Fibrinolitik sistemin aktive olabilmesi igin bir proaktivatdriin liizumu
ortaya atilmigtir, Bu proaktivatdriin herhangi bir madde ile aktive edilerek
fibrinolitik sistem harekete gegmekte ve plazminojenden plazmin meydana gele-
rek, gerek fibrinojeni, gereckse fibrine etki ederek ya fibrinojenin azalma-
sina ya da olugmug olan fitrinin lizisine yol agmaktadir. Fakat teorik olarak
yapilan bu yaklagimda diiglinlilen pro-aktivatdriin tabiat ve varlifi halen tar—
tigma konusudur, Onceleri, streptokinazin pro-aktivatbrii aktive ettipi, ve
bbylece plazminojenden plazmin meydana geldipi diiginfiliirken; bugiin birgok
aragtiricilar bunu kabul etmemekte, proaktivatdr olarak kabul edilen maddenin
aslinda streptokinaz ile 1:1 molar oranda reaksiyona giren plazminojen ve/veya
plazmin oldupunu ve bu kompleksin kuvvetli bir plazminojen aktivatdrii olarak
etki yaptigini ileri siirmektedirler (73,74,75,76,77). Buna karsilik bagkalari
ise ﬁlazmada iki tip proaktivatdr oldufunu diigiinmekte; bunlari A ve B ile gBs-
termekte ve A'nin plazmada kazeinolitik aktiviteyle ilgili oldufunu; buna kar-

g1lik esterolitik aktiviteyle ilgisi olmadiffini ileri siirmektedirler (78,79).

Aktivatdr

) Kaynak Aktivite
Streptokinaz Bakteriyel ? 47,600
Stafilokinaz Bakteriyel ? -
Urckinaz Idrar Peptidaz 54,700
Tripsin Pankreas Proteaz 31,300
Doku Kalp-bdbrek Peptidaz 24,000
Kan Eritrosit ve plasma i -

Sekil. 4
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Plazminojen-plazmin sisteminin aktivatdrlerini anlatan terminolojide
bazi problemler bulunmaktadir, Astrup ve arkadaglari, proaktivatdre tesir
eden SK gibi maddelere lizokinaz,.buna kargilik, plazminojene tesir edenlere

fibrinokinaz adini vermiglerdir.

McFarlane (80) plazminojene aktivatdrlerine kinaz demmesini teklif
ederek bunun, bu maddelerin g¢ok spesifik fonksiyonlarini biyokimyasal agidan
belirtmek igin daha doPru olacagini ve kargagalipy daha azaltacafini ileri
siirmiigtiir.

Biyogimik olarak bu aktivatdrler, enzimatik reaksiyonlari katalize
eden inorganik maddeler olarak kabul edilmektedir. Literatiirde aktivatdr ola-
rak tarif edilen bu maddelerin g¢ok depigik tiplerde olmasina ra¥men bunlarin
bir kismi plazminojen molekiiliinde bir tek arginilvalin baffini pargaladiklar:
icin g¢ok spesifik proteinazdirlar (81,82).

Bunlarin birgok dokularda, dolagan kanda, idrarda, bazi viicut sivila-
rinda ve bazi hiicrelerde bulundugu bildirilmigtir (55,56,57,58,83,84,86,87,
88) . (Sekil 4).

Agagida bunlarin tiplerini kisaca gdrecepiz.

a) Doku aktivat&rii: Plazminojeni aktive edebilen bu enzim oldukga saf
olarak domuz kalb ve ovaryumlarindan elde edilmig; insanda uterus, bSbrek istii
bezleri, prostat, tiroid, akcifer ve ovaryum gibi organlarda da oldukga yiiksek
miktarlarda bulunmugtur. Bu aktivatdriin hiicrelerde lisosomal graniillerde bulun-

dugu zannedilmekte ve bu nedenle ekstraksiyonu ve pilirifikasyonu gli¢ olmaktadir.

b) Kan aktivatdrii: Normalde kanda kiigiik miktarlarda bulunan bu enzimin
kaynagir damar endotelyumudur. Endotel hiicresinde soliibl ve diffiizyona hazir
bir durumdadir., Bazilarina gSre ayrica kanda, Hageman faktdriinlin aktivasyonu
sirasinda bazi prekiirsér maddelerden de meydana gelebilmektedir, Oda isisinda
gok labil olup, yarilanma siiresi 15 dakikadir. Bu ylizden Szellikleri iyi bi-
linmemektedir., 40°C'da daha dayamikli oldufiu ve fibrin formasyonu sirasinda
stabilize oldupu sanilmaktadir. Plazmanin Sglobulin fraksiyonunda ¢oktiiriile-
bilmektedir,

c) Urokinaz: Bu enzim gok dayanmikli bir protein olup 54,700 (89,90)
molek{il agirlifindadir. Bir peptidaz olan bu proteolitik enzim, lisin ve/veya
arginin baflarini pargalayarak plazminojen'i aktive etmektedir. Bir bagka
etki gekli de, lisin-arjinin esterlerinin hidrolize edilmesi olabilir. Bu etki
birinci mertebeden kinetik kuralina gdre olmaktadir. Urokinaz muhtemelen b&b-

rekte yapilmaktadir ve kan aktivatSriiniin idrara gecmig gekli defildir (91,92).
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Asetil-lisin metil esteri substrat olarak kullanildifinda kan aktivatdriiyle
irokinazin yarattiklari reaksiyonlarin biribirinden farkli kinetik sabitelere
sahip olduklari gdriilmektedir, Keza firckinaz'in immlinolejik bakimdan da insan
siitiinde, ovaryumlarda ve bobrek listii bezlerinde bulunan aktivatdrden farkla
oldufu tesbit edilmigtir (91).

Bakteriyel AktivatdSrler

Bunlarin en ®nemlisi olan, streptokinaz 47,600 molekiil apirlifinda bir
proteindir (93). Onceleri streptokinaz aktivitesinin tiirden tiire deftigen bir
etkiye sship oldupu; insan plazminojenini kolayca aktive ettigi halde, sifir
plazminojenini dofirudan dopruya etkilemedifi kabul edilmigtir (94). Buna gdre
streptokinazin Once stoikiometrik olarask plazmadaki bir prosktivatdrii aktiva-
tér haline getirdizi ve ondan sonra aktivat@riin plazminojeni plazmine donilig-
tilrdipli diistinlilmigtiir (75,95). Fakat yakin zamanda streptokinazin plazminojen'i
dogrudan dopruya aktive edebildifi; bunu dofrudan dofruya yapabildipi gibi,
esmolar plazmin 4+ streptokinaz kompleksi tegkil ederek te yapabildiji gdsteril-
migtir (96,97,98,100). Bu sonuncu kompleks, gerek insanda ve gerek sipirda

plazminojen aktivat®rii olarak etki gdstermektedir,

Plazminojen

Bu madde yaklagik olarak 81,000 molekiil agirlipina sahip bir beta glo-
biilin olup, 4.2 S sedimantasyon kat sayisina sahiptir., pH 2,9 da +9,4 elektro-
foretik mobilitesi vardir (81). Nerede yapildifi iyi bilinmemektedir. Kandaki
konsantrasyonu % 20-40 mg olup, aktivatdrler aracilifiyla plazmin'e ddniigiir.

Plazmin

Plazminojen molekiiliinden bir tek arginin valin bafiinin ayrilmasi sonucu
plasmin meydana gelir ve tripsine benzeyen bir endopeptidazdir. 48.000 molekiil
apirlifina sahip bir afiir zinciri ve 25.700 molekiil apirlifinda bir hafif zin-
ciri vardir. Afar zincirde amino-terminal olarak lisin ve karboksil terminal
olarak arginin; hafif zincirde ise aminoterminal valin ve karboksil terminal
asparagin bulunmaktadir, Her iki zincir bir tek disiilfid bafjryla bajlanmigtair.
Plasminin mol. a%irlifi 75.000, sed. kat sayisi 3,95, elektroforetik mobili-
tesi pH 2,9 da +7,6 olarak tarif edilmistir (81,82). Insan plasmininde bir tek
proteolitik aktif b&lge bulunur (101, 102), Aktif b&lgenin, serin ve histidin
bakiyesinin bulunduffu saptanmigtir (101). Insan plasmini tripsin gibi substrat
8zellisi gBsterir ve o-aminolizin ve arginin esterlerinin hidroksilini kata-
lize eder (103). Plazmin insanda S-sulfofibrinojen molekiilindeki lizin ve ar~
ginin peptid baglarinin Z 59 unu pargalarken tripsin, bunlarin % 80 ini parca-
lamaktadir (104). Plasmin, fibrin, fikrinojen, protrombin, Fak.II (105), Fak.



VIII (106), glukagon, ACTH, biiyiime hormonu (107), ve komplemanin bazi kisim
larini pargalar (108).

Inhibitdrler

Normalde plazmada plazmini 10 kere inaktive edebilecek kadar bilylik mik-
tarlarda entiplazminik aktivite vardir. Bu aktivite non-spesifik proteinaz
inhibitdrlerinden ileri gelmekte olup, bunlar bir taraftan plazmini, bir taraf-
tan de plazminojen aktivasyonunu inhibe ederler., Bunlarin en taninmiglari alanti—
tripsin, ve oy makroglobiilin'dir, Birincisi, 47.000 mol. agirliZinda olup, yavag
tesirlidir ve irreverzibl inhibisyon yapar (109,110). 1kincisi, 845.000 mol.

agirliginda olup, derhal tesir eder, ve reversibl olan bir inhibisyon yapar(1lll).

Kandaki inhibitdr kapasite hakkindaki bildirilerde birbiri ile geligen
bulgulara rastlanmaktadir. Bunlar, muhtemelen metod farklarindan ve spesifik
olmayan Slgmelerden ileri gelmektedir. Bu arada 80.000 mol. afirlifina sahip
bir plazminogen aktivasyon inhibit8riiniin varlifindan da s8z edilmektedir (112).



Literatilirde Verilen Metodlarin

Irdelenmesi

Plazminojen-plazmin sisteminin komponentlerini tayin etmek igin kulla-
nilacak metodlarin segimi bazi gliglikler gdstermektedir. Bu gligliiklerin bir
kism kullanilan substrat'tan ; bir kism da sistemin kompleks tabiatindan
ileri gelmektedir, Fibrinoliz konusunda giipheci olan, ve gegitli testlerle
nelerin Slgiildiiglinden tam emin olamiyan bazi aragtiricilari desteklemek ama-
ciyla, literatiirden bazi ilgin¢ ciimleleri buraya aliyorum (113):

"Fibrinolitik tayinler ¢ok hassastir, fakat her defasinda bagka sonug
verirler. Buna kargilik proteolitik testler ¢ok az hassas, fakat kantitatif
bakimdan daha degerlidir”.

"Plazminojen ve plazmin'in tayinlerinin proteolitik aktiviteleri iize-
rinden yapilmasini tavsiye ederiz. Giinkii di%er metodlar g¢ok yanliglara sebep
oluyorlar". Bu ciimlenin yazildip1 siralarda immiinolojik metodlar heniiz bilin-
medigine gbre, "difer metodlar” deyimiyle acaba ne kastedilmektedir?

"Sentetik substratlar plazmin tayini igin yeterli derecede spesifik
degildirler., Serumda arjinin ve lizin esterlerini hidrolize edebilen plazmin-
den bagka enzimler de vardir. EZer bu cegit substratlar kullanilacaksa, o tak-
dirde plazmanin plazmin-dig:i esteraz aktivitesini de hesaba katmak gerekir".

"Plazminojen ve plazmin genellikle birlikte &lgiiliir, Normal gartlarda,

bulunan aktivitenin biiyfik kisminin plazminojene ait oldugu dfigiiniilmektedir".

Iste bu karigik metodlar diinyasinda, 4 tip tayin metodu sayilabilir:
fibrinolitik, proteolitik, sentetik substratlar ve g¢ok yakin zamanlarda da
immiinolojik metodlar. Fibrinolitik metodlari proteolitik gruba sokarak, agagi-

daki gibi bir siniflandirma yapabiliriz:

1) Proteclitik substrat tayinleri: Fibrin ve fibrinojen (114,115,116,117,
118,119,120,121,122,123,124,125,126,
127,128);
Jelatin (129,130,131);
Kazein (132,133,134);
Azokol (135);
Protamin kompleksleri (136)

2) Sentetik substrat tayinleri : Lizin-arjinin esterleri (137,138,139,
140,141);

3) lmmiinolcjik tayinler : Radyal immiinodifiizyon (142)
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Biyolojik sivilarda, plazminojen-plazmin sisteminin aktivitesi akti~
vatdr ve inhibitdrler tarafindan kontrol edilmektedir, Plazmanin fiziko-gimik
durumunda meydana gelebilecek olan degigiklikler (Srnefin diliisyon) yanlig
sonuglar alinmasina yol agabilirler, Diliisyon, inhibit8rlerin sulanmasina ve
bdylece sktivitenin artmig gibi bulunmasi sonucuna gdtiirir. Su halde, plaz-
minojen-plazmin tayinlerinde,aktivat8r ve inhibit8rlerin tesirlerini yok

edecek metodlara ihtiyag vardir ve bugiin heniiz bu ihtiyag¢ kargilanmamistir.

Bugiin eldeki metodlar ic¢inde en dogrusu immiinolojik metod gibi gdriin-
mektedir. Fakat maalesef radyal immiino-difiizyon metoduyla plazminojen tayini-
nin de tam doZru olmadii anlagilmistir. Giinkii bu metod da plazminojen ve
plazmini ayirmayip, birlikte Sl¢mektedir (143,144,145). Bunun sebebi, arala-
rinda pek az fark bulunan bu iki protein molekiiliiniin immiinolojik clarak ayni
sekilde davranmalaridir. Dolayisiyla antiserumun spesifik olmadifi anlagil-
maktadair.,

Sentetik substratlar da spesifiklik bakimindan yetersizdirler. Ayrica
bunlar pahalidirlar ve laboratuvarlarda standardize edilmeleri giigtiir, Bu
nedenle, fibrinojen ve fibrin substrat olarak tercih edilmektedirler. Ciinkii
bunlar fizyolojik maddelerdir; kolay elde edilebilirler ve tayinler nisbeten
basit ve gabuk yapilabilir. Astrup’un fibrin tabakasi (fibrin plate) metodu-
nun g&hretinin nedeni budur., "Fibrinolitik aktivitenin" "dofru"” olarak 8lglil-
mesini sapliyan bir metod olarak tarif edilmig bulunan fibrin tabskasi meto-
dunun (146), agapida (Sekil 5) gdsterilen gekillerde kullanilmak suretiyle
proaktivatdr, aktivat®r ve plazmin seviyelerini Elgtﬁgﬁ ileri siiriilmiigtiir:

Tabakada Bulunan Faktdrler
Tabakanin
yoava Streptokinaz| Aktivatdr [ Plazmin
Sinid “Eor= Plazminoje Fibrin

aktivatsr zminojen |
Insan
I, S + - 5 + + +
Fibrini
Sigir
Fibrini 8 + + - + o
Isitilmsg
Sigar fib, 8 0 + - - +

Sekil, 5
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Fibrin tabakasi metodu yirmi yili gegen bir siliréden beri kullanilmakta
olmaalna‘ragmegi proaktivatlr, aktivatdr ve plazmin aktivitelerinin iddia edil-
digi gekiide tﬁh ve sahih olarak Slgiildiigiine inanmak zordur. Belki metodun gok
genig teorik bir irdelemeye t&bi tutulmasi bu galigmanin konusu digina gikmak-
tadir; fakat yiﬁe de konuya igik tutabilmesi iimidiyle bazi agiklamalar yapmak
faydal:r olacaktir,

gimdi, dnce tébakanlﬂ yapiimasx icin kullanilan substrati yani fibrino-
jeni inceliyelim, Bu madde sadece plazminojen-plazmin sistemi igin spesifik
olmadifa gibi} ayrica en Smnemli mahzurlarindan birisi de Cohn fraction I'den
elde edildipi igin Bnemli derecede baska proteinlerle bulasik olmasidir, Bunlar
arasinda plazmihojén, aiiaﬂtitripsin,ve a,~makroglobiilin gibi makroglobiilinler
de bulunmaktadir. Dolayibiyla Sl¢me sistemi hem plazminojen aktivatdrlerine
hem plazmine ve hem de ui-aﬁtitripsine ve az-wakroglobﬁlinih inhibitbr etkile~
rine duyarl: olmaktadir, Bulagik buluhan plazminojenin isitilarak tahrip edil-
mesi teklif ediimekte ise de, bu sirada fibrin substratimin da kalitesi ve
ptoteolitik parcalanmaya kargi duyarlilifr depigmektedir. Plazminojenin tahrip
edilmesi sirasinda uygulanan 1isi derecesi ve 1sitilma siiresine gdre deneylerde
erime alaninin defigmeler gdsterdifi saptanmgtir. Bu gegitli sonuglarin en
Onemli nedeni herhalde fibrin substratinda meydana gelen kalite depigiklikle-
ridir. Bu nedenle plazminojenin 1s1 ile tahribi yerine fibrin substrat iizerine
etkisi olmayan kimyasal bir aktivatdér inhibitdriiniin il8vesi diigliniilmiiy ve plaz=-
min dozajinda, bu ama¢ igin bazi aragtiricilar sisteme Epsilon Amino Caproic
Acid (EACA) 1il8ve edilmesini Smermiglerdir (147).

Cohn metodu ile muhtelif hayvanlardan elde edilen Frak., I'deki fibri~-
nojenler arasinda streptokinaza kargi dayanikli oldugu kabul edilen sifiar
fibrinojeninin metodda kullanilmasi ileri siiriilmiigtiir (23,148,149). Kullan-
digimiz metodun kontroliinli yapmak ve literatiirde verilmig bulunan sonuglarini
teyid etmek igin deneyleri streptokinaz ile tekrar etmek liizumunu hissettik.
Bu amagla sigir fibrincjeni ile hazirlammg fibrin tabakasi iizerine gegitli
konsantrasyonlarda streptokinaz damlatarak lizis meydana gelip gelmedifini
saptamak igin deneyleri tekrar ettik., Sonu¢ olarak streptokinazin isitilmg
sifir fibrin tabakasinda da eritici Szellipi oldufunu gdrdiikk, Kullandifimiz
siffar fibrinojeni Sigma Fabrikalarinin Cohn Frak.I, type I (No:122C~0800 ve
49B-1920) dir, Kullandipimiz streptokinaz ise, Behring ve Lederle fabrikala-
rina aittir. Bu g8zlemimize dayanarak konugmak perekirse Astrup'un fibrin
tabaka metodunu izah eden gemaya gSre, proaktivatdr seviyelerini tayin edilme-

sinin milmkiin olmamasi gerekir.
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Testin ikinci fazi Sglobillin ile ilgili olan fazdir. Serumun distile
suya kargy diyalizi ile mevcut elektrolitlerin uzaklastirilmasinin serumda bu-
lunan proteinlerden bir kisminin ¢Bkmesine yol acacafyr bilgisi Schérer (1841)
ve Denis (1940) ile baglamaktadir (150). Serum proteinlerinden elektrolitsiz
ortamda ¢Bken fraksiyonuna 8globiilin ismi Hofmeister tarafindam varilmiqtir; Diyaliz
yoluyla elde edilen bu fraksiyonun heterojen proteinlerden olugtupu saf bir
protein molekiilii olmadiB1 uzun zamandanberi bilinmektedir. Cenellikle globiilin
fraksiyonunda diigiik dansiteli lipoproteinler, makicglobiilinler, 8zellikle
gama-M, bir kisim gama-G immiinoglobiilin, seriilcplazmin ve Ble globiilinler bu-
lunmaktadir. Sandor (151,152)un bildirdigine g&re 8globiilin ¢¥keltisi sabit
bir karigimdan ziyade elektrolitten yoksum ortam:n pH sina bagli olarak defi-
giklikler g8stermektedir, Esasen proteinlerin izocelektrik noktalari g8z Sniinde
tutuldugu takdirde 8globiilin fraksiyonunva pH ya tHbi olmasinin zorunlu oldufu
ortaya g¢ikmaktadir, Oglobiilin elde etmek icin kulianilan klisik metod serumun
distile suya kargi diyalize edilmegidir. Distile su yerine dilie fosfat tampon
soliisyonu kullanilmasi maksada daha uygundur. Bu metod g¢ok uzun ve el tutucu
oldugu igin fibrinolitik aktivite deneylerinde Oglobiilin fraksiyonu daha basit
metodla elde edilmektedir, Bu metod ileride bildirildigi igin burada bahsedil-
meyecektir. Bu gekilde elde edilen 8globiilin fraksiyonunda fibrinolitik aktivite
inhibit8rleri yoktur buna mukabil aktivatdrler, plazminojen ve biraz da plazmin
mevcuttur, Bunlarin diginda bir miktar da fibrinojen bulunur. Serumun diliisyonu
arttik¢a Oglobiilin verimi yiikselir (153).

Bu fraksiyonlar izole edilip tampon eriyifinde eritildikten sonra igin-
deki biitlin komponentlerin bu eriyik fibrin tabzkasi {izerine konuluncaya kadar
hi¢ degigmeden kalacaklarini kabul etmek oldulca gligtiir. Miimkiindlir ki, bu eri-
yik fibrin tabakasi konuncaya kadar icindeki plazninojen aktivasyona ufrayarak
ya tamamen plazmine doniigebilecek veya kismen plazmine dopiiglirken bazi serbest
aktivatdrler de eriyikte kalmsg olacaktir. Birinzi gik gegerli oldugu takdirde
1sitilmamsg fibrin tabakasinda plazminin proteolitik aktivitesi 8lg¢iilmlig ola-
caktir, Daha komplike olan ikinci gik gergeklegtigi takdirde, hem &globiilin
fraksiyonunun plazminin aktivitesi ve hem de buna ilfve olarak fibrin tabaka-
sindaki plazminojenin 8globiilin eriyigindeki plazmine geri kalan serbest akti-
vatdr tarafindan aktive edilmesi sonucu meydana gelen aktivite Slglilmiig olacak-
tir. Su halde Mc Nicol ve arkadaglarinin (154) plazminin-plazminojeni de aktive

edebilecefi gdriisiinii gbzden uzak tutmamak gerekir.

Bu durumda, bir taraftan 8globiilin fraksiyonuyla fibrin tabakasinin plaz~
minlerinin ve diger tarafindan da fibrin tabekasindaki plazminojenin kombine ak-

tiviteleri 8l¢lilmiiy olacaktir., Bu durumda, ackiliaten Zglobiilin fraksiyonunun
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igerde neler oldugunu ve neler olugtupunu diigiinmek ve sonug olarak 8lgiilenin
ne oldugu hakkinda karar vermek bize giic bir problem gibi gdzilkkmektedir., Fib-
rinojen miistahzarlarinda (Cohn Fraksifon I) az-macroglabﬁlin al-antitripsin
maddelerinin bulunmasi da 8nemli bir mahzur tegkil etmektedir. Giinkii bdylece
deperlendirilmesi veya kontrol edilmesi giic inhibitdr bir etkinin ortaya gik-

mas1 ihtimal dahiline girmesidir.

Biitiid b sitdladigim ﬁadgnierie; standard 1sitilmami§ fibrin tabaka~
sinin, aktivatdr seviyelerini tayin icin yetersiz oldufu sonucuna varilmistair.
Insanda plazma Bglobiilin fraksiyonunun mahiyetine bircok caligmalar yapilmg
fakat diger memelilerde pek fazla galigma yapilmamsg ve insandaki bulgularin
hayvanlara da uygulanabilecegi gibi bir kani bazi yazilarda ifade edilmigtir.
Bu galigmamz sirasinda gdrmils oldugumuz gibi képek ve insan 8globiilin fraksi-
yonu arasinda Snemli farklar bulunmaktadir. Birinci fark, ayni pH da tiire Szgi
polivalan antiserum kullanarak insan ve képek 8globiilin fraksiyonlarinin immiin
elektroforetik gdriiniimiinde ortaya gikmaktadir., Kopekteki fraksiyon, tiire 6zgi
monovalan antiserumlarin eksiklifi nedeniyle tam idantifiye edemedigimiz daha
genig bir gegitlilik arzeden proteinleri ihtiva etmektedir. lkinci 8nemli bir
fark 8globlilin fraksiyonlarini dondurup sakladiktan sonra ortaya gikmaktadair,
Bilindigi gibi insan plazmasi veya 8globiilin fraksiyonu -20°C dondurulduktan
sonra saklanirsa, fibrinolitik aktivite tedricen azalmasktadir (150). Ornegin bu
gartlarda saklanmig bir insan 8globiilin fraksiyonu 3 ay sonra eritilip litik ak-
tivitesi yeniden incelendiginde baglangica gdre azalmig bulunmaktadir. Kopekte
ayni deney tekrarlandiinda sonug farklir bulunmugtur, Kopek plazmasi veya &glo-
biilin fraksiyonunun =-20°C bir seme saklandiktan sonra tekrar tetkikinde 1itik
aktivitede bir azalwa gdriilmemigtir. Hattd bunun aksine, eritip tekrar dondur-
duk¢a sktivitenin arttifa gdriilmigtiir, Yapt1gim12 bir deneyi zikredecek olursak
bir kdpekte gegitli araliklarla 20 kan Srnefi alinmig ve taglangigta bunlarin
litik ektiviteleri tayin edilmig ve aralarinda sktivite farklari tesbit edilmig-
tir, Bundan sonra bu 20 kan Srnegi dondurulup saklanmig ve haftada bir kere &r-
nekler eritilip aktiviteler tayin edilmigtir. Goriilmiigtiir ki baglangicta Srnek-
ler arasinda farklar bulunur iken bir siire sonra bu farklar ortadan kalkmakta
ve sonuglar egit bulunmaktadir. Bu bulgularin nedenini kesin olarak bilmiyoruz.
Fakat hipotetik olarak bunun kdpegin Sgloblilin fraksiyonunda buluman bir plaz-
min veya aktivatdriiniin inhibit8r labilitesinden ileri geldigi diigiintilebilir
(Tablo 1, 2, 3).

Bu gdzlemler bize, gerek plazminojen-plazmin sisteminin ve gerek plazma-
nin non-spesifik proteolitik aktivitesinin defisikliklerini Slgebilecek en uygun

substratin isitilmig fibrin tabakasi oldufunu ve difer metodlarin yetersiz bilgi



verecefi kanaatini vermektedir. Isitilmsg fibrin tabakasi plazminojen-u2 mak-
roglobiilinden temizlenmig oldugu i¢in uygun bir substrat tel8kki edilebilir,
Kanimizca fibrin tabaka metodu aktivatdr veya plazminojen hakkinda ayri ayri
tam bilgi verecek mahiyette bir metod degfildir. Bu sadece genel aktivitenin
bir indeksi olabilir, Plazminojen-plazmin sistemi ig¢in~ daha iyi bir metodun
bulunmamas: muhtemelen gegitli arastirici gruplarin bulgulari arasindaki fark-
lari kismen izah edebilir..

Bu ¢aligmamizda, biz plazminojen-plazmin sisteminin proteolitik akti-
vitesini ve plazma non spesifik proteclitik aktivitesini Astrup'un 1sitilmg
fibrin tabakasi ile inceledik (120,121),

ikinci bir metod olarak kazeini substrat olarak kullandik. Bundan mak-
sat fibrin tabakasi metodu ile bir iligki kurulup kurulamyacagini ssptamak-
tir, Her iki testi 8globiilin fraksiyonu ile yaptik. BSylece plazminojen-plaz-
min sistemi inhibitdrlerini ortadan kaldirmak istedik (116).

In vivo proteolitik aktiviteyi &lgebilmek {imidi ile ayrica kanda fib-
rinojen seviyelerini tayin ettik. Bu maksatla, Clauss'un trombin metodunu kul-
landik (155). Deneylerimizde ayrica, kanda dolagan heparin miktarini da Slgmek
igin, trombin zamani (158) metodunu kullandik. Bunun nedeni deneylerimizde kul-
landigimiz 48/80 maddesinin histamin liberatdrii olmasi ve mast hiicrelerinden

histamin ile birlikte heparin agifa c¢iktifinin bilinmesidir.

Kan 4ol 18.ci 28.ci

Niimunesi glinii giinii giinii
1 40 mm? 144 mm® 148 mm?
2 40 mo? 144 mm? 169 mm®
3 37 m® 112 mm? 148 mm’
4 40 mm® 75 o’ 121 oo
5 48 mm? 116 mn? 148 mo?
6 63 m® 98 mm? 148 mm?
7 104 mm® 146 mm® 170 m®

Tablo. 1
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Tablo. 2
Kan b4,ctl 15.ci 22,ci
Niimunesi glinii glinii glinii
1 148 m? 148 m? 148 mm?
2 89 mm2 160 mm2 148 mm2
3 70 mmz 146 nm?
4 69 tm® 144
5 w 81 i 108 wn® 134 mm?
6 58 mm® 92 mm® 134 m®
7 135 132 mm? 169 mm?
8 131 mm? 100 mm 144
9 84 mm? 77 m? 114 m?
10 91 mn’ 144 mm? 146 m?
11 140 144 m? 144 mm?
12 103 mn’ 123 m? 144
13 149 mm® 160 mm?
14 147 mo 160 tm’ 148 m?
15 53 mn® 144 mm? 144 mm?
Kan 4, cii 14.ci 21.ci
Niimunesi giinii giinii glinii
1 54 mm? 139 mm? 148
2 45 mn 100 mn’ 148 m?
3 90 mm? 123 mm? 151 mm2
4 25 ma® 67 tm® 148 wm?
5 38 mm? 79 mm’ 127 om?
6 36w 144 m? 144 ma
7 119 mm? 118 m? 144 mm?
8 60 mm? 132 mm? -
9 32 mm® 104 mm? 104 mm?
10 86 wm? 90 mm’ 134 mm?
11 35 m® 136 ma? 144 m®
12 52 mm® 108 mm? 148 mm®
13 70w 110 mm? <
14 104 mm? 125 m’ ~
15 61 m® 73 tm? 94 mm?

Tablo,

3




MATERYEL VE METODLAR

Oglobiilin fraksiyonu (151,152)

Reaktif maddeler:
1- 7 3,8 konsantrasyonunda sodyum sitrat eriyifi ilizerine alinan kan.
(Bir hacim sitrat, 9 hacim kana ildve edilecek). Bu kan kullanilin-

caya kadar buz iistiinde bekletilmigtir,

2- Asetik asit: Z 1,6 konsantrasyonda asetik asit hazirlanir ve kulla-
nilacagi zaman 100 kere damitik su ile sulandirilir ve buz iistiinde

saklanir.

3~ Fosfat tampon: 0,05 molar, pH 7,8
NaZHP04,12 HZO sesseessss 17,9 gr.
Damltlk su Bassrapandans 1000 ccC, ¥

Teknik

Plazma, dakikada 3000 devirle, 10 dakika santrifiij edilerek ayrilir.
0,5 ml plazma bir tilbe alimir ve iizerine yavagga 9,5 ml miktarinda yukarida
bahsettifimiz nihayi asetik asit eriyigi ilfve edilir. B&ylece pH s1 5,2 olan
bir karigim elde edilir. Bu karigim, 20 dakika, + 4°C'de tutulur ve ondan son-
ra 10 dakika siire ile, dakikada 3000 devirde santrifiij edilir. Ustte kalan
sivi kism atilir ve tiipler bir siire bag agafi tutularak dipteki gdkelefin
asitli sudan tamamen kurtarilmasi saglanir. Bundan sonra ¢dkelege 0,25 ml tam-

pon eriyigi ildve edilir,

Fibrin tabakalari (120,121)

Reaktif maddeler:
1- Sigir fibrinojen eriyigi: Fosfat tampon iginde litrede Z 0,6 kon-

santrasyon olacak gekilde ayarlanir.

Trombin eriyigi: Fosfat tampon ile 1 ml1/20 iinite (NIH) diigecek

gekilde eriyik hazirlanir,

Fosfat tampon 0,05 M. pH 7,8

NazﬂPOA’ 12 Hzo sesdsnvandes 17.9 gro

Damitik 8U .eescecccnsceseass1000 ml,

Mertiyolat eriyigi: 1 litre fosfat tamponuna bir gram mertiyolat ila-

ve edilerek hazirlanar.
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Teknik

Fibrinojen yukarida anlatilms bulunan konsantrasyonda hazirlanir.

Eritme islemi 37°C yapilir. Bu eriyige bakterilerin tiremelerini 8nlemek igin
mertiyolat il3ve edilir. (nihayi koﬁsantéas§6n_1001000=1 olacak gekilde). Ayn1
biiyliklilkte standart petri kutular: alinir, het birihe egit miktarda, Srnegin
8 ml fibrinojen eriyigi dﬁkﬁlﬂfa Binun tizetine 0,2 ml trombin eriyipi il8ve
edildikten sonra petri kutusu yatay bir masa iizerinde hafifge dairesel hare-
ketler yaptirilarak, fibrinojenin uniform bir tabaka geklinde pihtilagmasi
saglanir. Meydana gelen fibrin tabakalari 20 dk. kimildatilmadan birakildik-
tan sonra, 45 dk. siire ile, rutubetli bir atmosfer i¢inde ve -+85°C tutulur,

Bundan sonra, petri kutulari yeniden 20 dakika hig kimildatilmadan birakilir.

Petri kutusunun i¢indeki fibrin tabakasi 4 egit bSlgeye ayrilir ve
etkisi aragtirilacak madde, dikkatle fibrinin {izerine damlatilir. Fibrin iize~
rine damlatilan maddenin, muntazam kiiresel bir damla geklinde birakilmasina
dikkat edilmelidir (bir ¢if damlasi gibidir). Bundan sonra tabakalar 37°C 1ik
bir etiivde, 18 saat inkiibe edilir. Etiivde, uygun derecede rutubet bulunmasina
dikkat edilmelidir., Buharlagma ile petri kutusunun kapaginda su yofunlagmasini
Onlemek icin kapafiin i¢ tarafina tam uyacak gekilde kesilmig bir siizge¢ kagidi
yerlegtirilir. Orijinal metoda gbre sonuglar, fibrin tabakasi {izerindeki erime
alaninin birbirine dik 2 g¢apinin garpimi ile bulunan sayi m? alan olarak ifa-
de edilirdi. Bundan sonra, sonuglar her deneyin taban deferlerine dayanarak

yapilan bir korelasyon efrisine dayamilarak % aktivite olarak ifade edilir.

Proteolitik Aktiviteyi 8lcmek l¢in Kullanilan Modifiye Kazeinolitik Metod(116):

Proteolitik enzim kazeini hidrolize eder ve burada agifa gikan tirosin
bir ultra violet spektrofotometresi aracilifi ile 8lgiiliir, Bu yolla SK veya
urokinaz ile aktive edilip plazmine déniigen plazminojen ve serbest plazmin 51-
glilebilir (156,157),

Reaktif maddeler:

== Bu test igin kullanilacak kazein Hammarsten kalitesinde olmalidir,
Ticarette bulunan preparasyon kullamilmadan 8nce agagidaki gekilde
saflagtirmaladir.
9 gr kazein
300 ml fosfat tamponunda siispansiyon haline getirilir ve bu siis-
pansiyon kaynamakta olan bir su banyosunda, 15 dk. tutulur, Bundan
sonra eriyik sogutulur ve pH 2 ye ulagincaya kadar, yavag yavag asit-

lendirilir. Bunun igin HCl1 eriyipi kullanilir, Bu eriyige, 1,7 M
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perklorik asit eriyiginden 450 ml ildve edilir ve buzdolabinda er-
tesi sabaha kadar muhafaza edilir. Ertesi sabah, 30 dk. siirede dk'da
6000 devirle santrifiij edilir, (¢bkelek alinir ve damtik su ile 3
veya 4 kere yikanmir, Bundan sonra bu ¢dkelek 100 ml fosfat tamponun=-
da eritilir ve pH si NaHCl ile 7,5'a getirilir ve siiziiliir. Bundan
sonra, protein miktari 7 3 gr olacak gekilde bir eriyik hazirlamir

ve bu eriyik kiigiik porsiyonlar halinde -20°C dondurularak saklanir.

== Fosfat tampon 0,05 M pH 7,8
NaZHPOA’ 12 HZO +ses pH 7,8
Dmtlk su a8 e en 1000 ml-
-- Streptokinaz eriyifi: Fosfat tampon ig¢inde ve ml/2000 {inite dige~

cek gekilde hazirlanir.

~- Perklorik asit 0,5 M : Bunu hazirlamak i¢in 500 ml damitik suya
42,8 ml Z 70 perklorik asit ildve edilir ve bundan sonra toplam

hacim 1 litreye ulagincaya kadar damitik su ile tamamlanir.

== Tirosin standardi: l-tirosin 0,1 N HC1 iginde eritilerek bir

ml/100 pg olacak sekilde eriyik hazirlamir.

Teknik:

Bir test tiibiine, agapidaki reaktifler gdsterilen sira ile koyulur:
~=- kazein 3 ml
~- fosfat tampon 2,4 ml
-- Gglobiilin fraksiyon 0,5 ml

-~-gtreptokinaz 0,1 ml

Bu karigimdan daha sonraki galigmada kontrol tegkil etmesi igin, 2 ml
gekilir ve iginde 3 ml 0,05 M perklorik asid bulunan bir tiibe aktarilir, Ge-
riye kalan karigim 37°C 60 dakika inkiibe edilir. Bu inkiibasyonun sonunda, in-
kiibe edilmig karigimdan 2 ml alinir ve 3 ml perklorik asit ihtiva eden bir
bagka tiibe ildve edilir, Bdylece bir beyaz gtkelek elde edilir. lyice karig-
tirilir ve tiipler oda hararetinde en az 30 dk. bekletilir. Istenirse tiipler
buzdolabinda bir gece birakilabilir. Bundan sonra tiipler 20 dakika siire ile
5000 tur/dk hizla santrifiije edilir, fistteki kisim ucuna pamuk sarilmg bir
pastdr pipeti yardimi ile g¢ekilir ve bunun optik dansitesi bir spektrofoto-
metrede 280 ug dalga boyunda okunur. Blank (kdr) olarak inkiibasyondan dnce
gekilip perklorik asit ile muamele g8rmiis olan ilk tiip kullamilir. Tirozin
miktarinin tayininde, daha Snce 10 ug-ile 100 ug arasinda defigen konsantras-
yonlarda hazirlanmsg tirozin eriyikleri aracilifi ile yapilmig bir kalibrasyon
efrisinden yararlanilir. Sonuglar Remmert-Cohen {initeleriyle ifade edilir. Bura-
daki 1 kazein iinitesi, 37°C/1 saate 450 ug tirozin agipa gikaran aktiviteye
egittir.



FIBRINOJEN TAYINI (Clauss metodu)

Metodun esé;;:

Bu metodun istinad ettipi esas prensip, fazla miktarda trombin etkisi
altinda fibrinojenin fibrine ddniigii zamanini 8lgmeye dayanmaktadir. Bu gart-
lar altinda fibrinojenin fibrine d&niis zamani fibrinojen miktari ile ilgili

oldugu igin fibrinojenin miktar tayini pihtilagma zemani ile 8lgiilmektedir.

Reaktif maddeler:

Mililitre tampon icinde 60 NIH {initesi trombin ihtiva eden trombin
eriyigi (Thrombin Roche, Basel, lsvigre gibi). Bu eriyik, agzi lastik bir
mantar ile tikali ve =25°C saklarmasi gereken kii¢iik porsiyonlar halinde bu-
lunmaktaditr, =~25°C saklandlél haide ancak {ic ay siire ile kullanilabilmektedir.
37°%C de kullanilabilmek igin Bnce ana eriyik sofuk bir yerde efimeye terkedi-
lir ve sonra oda 1sisinda tutulabilir, Bir kere eritilmis ana eriyik 20 da-
kika iginde kullanilmalidit. Yirmi dakikadan sonra atilmalidir. Trombin eri-
yiginin aktivitesini Slg¢mek igin on defa sulandirildiktan sonra 0,2 ml mik-
tari 0,2 ml sulandirilmamg plazmaya ildve edilir. Efer pihtilagma 10«14
saniyede gerceklegirse soliisyonun aktivitesi yeterlidir (Ana eriyigi sulan-
dirmak igin bir hacim stok séliisyondan 9 hacim tampon soliisyonuna ildve et-

mek kafidir),

Teknik:

Test yapilacak plazma tampon soliisyonu ile on defa sulandirilir.
Biitiin tayin 37°C da yapilir. Onceden bir dakika siire ile 37°C 1sitilmg 0,1
ml plazma iizerine 0,1 ml trombin soliisyonu ildve edildikten sonra bir meka-
nik galkalayici yardimr ile karigtirilir, Koagililasyonun baglangic:r ya Kolle
gengeli aracilify ile ya da maniiel metodla tesbit edilir ve 8lgiiliir. Fibri-
nojen miktarinin hesaplanmasini kolaylagtirmak icin koagiilasyon zamaninin
10-40 saniye arasinda olmalidir. Efer koagiilasyon zamani 10 saniyeden kisa
ise plazma daha fazla sulandirilmalidir. Bazi 6zel hallerde 1/50 konsantras-
yonuna kadar sulandirilmak gerekebilir. Eper koagiilasyon zamani 40 saniyeden
uzun ise daha az diliie veya hig¢ diliie edilmemig plazma kullanilmalidir, Once-
den hazirlanmig bir standard efri aracilify ile dlgiilen koaglilasyon zamani
mg % fibrinojene gevrilmelidir. On misli sulandirilmanin digindaki dilifisyon-

‘larda hesaplar ona gbre diizeltilmesi perekir.

Tedavi dozlarinda kullanilan heparinin herhangi bir etkisi yoktur
ya da yapilan tayinlerin degerlerinde belirgin bir dezigiklik yapacak diizeyde
degildir,



TROMBIN ZAMANTI (158)

Metodun esasi:

Sinirly miktarda trombin etkisi altinda plazmada fibrin olugumunun
hizinin Slgiilmesi.

Reaktif maddeler!

Trombin (Roche, Basel, Isvigre) mililitresinde 10 NIH olacak gekilde
distile su iginde eritilir. Hemen kullanilacak miktarlari kapsayan ve kauguk
mantarla kapatilmg tipler -20°C derecede muhafaza edilir, Hemen kullanil-
maddn dnce ve isinmaya vakit birakilmadan sivi haline getirilir ve 1:1 oranin-
da tekrat sulandirilarak mitilitresinde 5 NIH kapsayan eriyik elde edilir,

Teknik:

Biitiin prosediir 37°C de yapilir, Su banyosunda &nceden bir dakika 1si~
tilmg 0,2 ml sitratli plazma bir tilbe konur, buna dnceden 1sitilmamig trombin
eriyiginden 0,05 ml il8ve edildikten sonra ya elle veya bir aragla karigtiri-
lir. Bir Kolle gengeli aracilifi ile koaglilasyonun ilk baglamasi tesbit edi-
lerek &lgiiliir. Ayni gekilde deney mililitresinde 5 NIH kapsayan trombin eriyi-
gi ile de tekrar edilir.

Normal deggrler:

Mililitresinde 10 iinite ihtiva eden trombin ile 13 % 2 saniye

Mililitresinde 5 iinite ihtiva eden trombin ile 24 % 3 saniyedir.
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HAYVAN DENEYLERTI

Deneyler her iki cinsden ve apirliklari 8-15 Kg arasinda degigen kdpek-
ler lizerinde yapilmgtir, Yukarida agiklandifi gibi "fibrinolitik aktivite"
izerine hayvanlarin, ellenmesi, stress, anestezi, operasyonunda etkili olabi-
lecegi ve bunlarin deneylerin diger kisimlarinda elde edecefimiz sonuglarin
izahinda karigikliklara yol agabilecefi gdz Oniinde tutularak, her hayvanin
bazal fibrinolitik aktivitelerini tesbit igin asapidaki yol takip edilmigtir:

1- Kdpekler anesteziye edilmeden 8nce yirmi dakika ara ile vena

sefaneus externa'dan kan niimuneleri alindi.

2- Ikinci kan niimunesi alindiktan sonra ayni venden 30 ng/Kg pento-
barbital verilerek anesteziye edildi. Yine ayni gekilde yirmi dakika ara ile

iki kan niimunesi alindi,

3- Bundan sonra hayvanin vena femoralisinden vena kava inferiyor'a
kadar giden bir kateter kondu. BSylece damardan verilen drogun highbir yerde
takilip kalmadan dofirudan dofruya doléglma verilmesi temin edildi. Sonra ayni
gekilde vena jugularis kaniile edildi. Burada da kaniiliin ucunun vena kava siipe~
riyor'a kadar erigmesine dikkat edildi. Bdylece kan niimmelerinin komplikas-
yonsuz alinmasi saflanmig oldu. Kullanilacak droglar arter basincina etkili
droglar olduklari igin bunlarin etkilerinin baglangici ve siiresi ile normale
dbniigli karotise konan bir kaniil aracilifi ile arter basinci bir civali mano-
metre kullanilarak isli kafida yazdirildi, Bu gekilde hazirlanmig hayvanlar-

dan yirmi dakika ara ile iki kontrol kan niimunesi alind1.

Gegitli pla@na uygun olarak droglar vena femoralis yoluyla hayvana ve-
rildi ve duruma uygun olarak esit araliklarla kan niimmeleri vena jugularise
konulan kaniil aracilifz ile alinda, Biitiin kan niimuneleri onda bir 3,8 7 lik
sodyum sitrat ihtiva edecek miktarlarda alinarak tayinler yapilincaya kadar
buz iginde muhafaza edildi. Her kan niimunesi alindiktan yarim saat iginde
bglobiilin fraksiyonlarinin elde edilmesi igin gerekli dikkat gdsterildi. Fib-
rinoliz olayi lizerine herhangi bir etkisi olmamasi i¢in hayvanlar biitiin deney

siiresinci hig¢ heparinize edilmedi (159).

Hayvanlara droglarin verilmesi zamanlari igin farkli maksatlara uyacak
gekilde farkli plénlar takip edildi. Bu deney pl&nlari agafida gdsterilmigtir:
1- 48/80 ile akut deneyler:
a) 0,5 mg/Kg, 1 mg/Kg, 0,2 mg/Kg dozlar yazilis siralarina gdre hayvan-
lara deneyin gerektirdipi zaman araliklari ile vena yolundan verildi.

b) Diger bir grup hayvana ise tek doz olarak 0,2 mg/Kg enjekte edildi.
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2=~ Hayvanlarda mast hiicrelerini ortadan kaldirmayi temin i¢in yapilan
kronik 48/80 deneyleri: Onceden mast hiicreleri ortadan kaldirildiktan sonra:
a) 0,5 mg/Kg, 1 mg/Kg, 0,2 mg/Kp 48/80 verilmesi,
b) Sadece tek bir doz olarak 0,2 mg/Kg 48/80 verilerek yapilan de~-
neyler.

3- Devamli 48/80 perfilizyonu deneyleri.

4- Devamli histamin perfiizyonu deneyleri;

l.a- 48/80 ile akut deneyler (5 kbpek)

Yukarida izah edildipi gekilde kontrol kan niimuneleri alindiktan
sonrd anestetize edilmig intakt hayvanlara ﬁ§ﬁdegi§ik dozda 48/80 intravendtz
olarak verildi ve agapidaki sira ile kan nimuneleri alindi:

a) 0,5 mg/Kg 48/80 verildiktern sonra beginei,yirminci ve kirkinci

dakikalarda 6rnek kanlar: alindi.

b) Birinci 48/80 enjeksiyonunda seksen dakika gegtikten sonra hay-
vana 1 mg/Kg 48/80 tekrar edildi ve ayni zaman araliklarinda lig
kan niimunesi alindi.

¢) Ikinci 48/80 nin etkisi geg¢tikten sonra 0,2 mg/Kg 48/80 tekrar
verildi. Bu doz ikinci dozdan daha kiiglik oldugu igin arter ba-
sincinda bilylik bir depigiklik meydana getirmedi. Bu demey iginde

aynl zaman araliklari ile tekrardan {i¢ kan niimunesi alindi,

1.b- Tek doz olarak verilen 0,2 mg/Kg 48/80 deneyleri (13 kdpek)
Hayvan deneyleri giriginde izah edildifi gihi bazal defferlerin elde
edilmesi icin gerekli kan niimuneleri alindiktan sonra 0,2 mg/Kg 48/80 damar

iginden verildikten 1,2,3,4,5,7,9,11,13,15,20,30,40 dakika sonra kan niimune-
leri alindi.

2,a- Kronik 48/80 deneyleri (7 kdpek)

Képeklerde mast hiicreleri ve onlarin histaminlerinin tam bir dep-
lesyonunu elde etmek igin agafidaki yol izlenmigtir. Kpeklere agafidaki
listede gdsterildipi gibi gittikge artan dozlarda 48/80 damar igersinden
birbirini takip eden {i¢ giin de verilmigtir:

Birinci giin sabah: 0,2 mg/Kg

akgam: 0,5 mg/Kg

ikinci giin sabah: 1 mg/Kg
akgam: 1,5 mg/Kg
iglineti giin sabah: 1,5 mg/Kg

akgam: 1,5 mg/Kg
Dbrdlincli giinli, dnceden tarif edildipi gibi mast hilcreleri elimine

edilmig olan bu hayvanlar deneye alindilar. Kontrol degerler igin seri ha-
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linde kanlar alindiktan sonra agagida belirtildizi sira ile hayvanlara 48/80

verildi:

a) 0,5 mg/Kg verildikten 5, 20 ve 40 dakika sonra kan niimuneieri
alindi.

b) Hayvan birinci enjeksiyonun etkisinden kurtulduktan sonra
1,0 mg/Kg 48/80 verildi ve ayni araliklarla ikinci seri kan
niimuneleri alindi,

c) Son doz olarak 0,2 mg/Kg 48/80 verildi ve ayni araiiklarlia kan-

lar tekrar alindi.

2,b- Kronik 48/80 deneyleri (7 kdpek)
Bu seri kronik deneylerde mast hiicreleri ve onlarin histaminleri
ayni giin iginde deplesyona ufratildiktan sonra fibrinolitik zktivite &lglimleri
yapildi. Bu seri deneyde hayvanlar uyutulduktan ve kontrol kan niimuneleri alin-
diktan sonra agapidaki gekilde 48/80 verilerek deneyler siirdiiriildi:

a) Hayvanlara 10'ar dakika ara ile 0,1 mg/Kg, 0.2 mg/Kg, 0.4 mg/Kg,
0,5 mg/Kg ve 0.8 mg/Kg 48/80 damar iginden verildi.

b) Otuz dakika bekledikten sonra {ic kontrol kan niimuneleri beger da-
kika ara ile alindi.

¢) Sonra 0,2 mg/Kg 48/80 damardan verildikten 1,3,5,10,20,30 uncu

dakikalarda kan niimuneleri alindi.

3- Kontindl 48/80 perfiizyonu (3 kopek)

BilindiBi {izere akut 48/80 enjeksiyonlari gegici de olsa hipotansi-
yona sebep olmaktadir. Bu nedenle hipotansiyonun muhtemel etkilerini &nlemek
ve sadece 48/80'nin etkilerini aragtirmak igin 48/80 tansiyon diiglirmeyecek doz-
larda devamli perfiizyonu yapildi, Devamli perfiizyon igin hayvanlar agapidaki

gsekilde hazirlandi ve kan niimuneleri alindi:

a) Kopekler anesteziye edildikten sonra kontrol deperleri elde etmek
igin belirli araliklarla ii¢ kan niimunesi alindi.

b) Uc kdpege 30 gama/Kg/dak. 48/80 soliisyonu perfiize edildi. Devamli
perfiizyonu yapmak igin kontinii perfiizyon araci kullanmildr ve bir
hayvan i¢in total verilen perfiizyon sivisinin hacminin 30 ml geg-
memesine dikkat edildi.

c) Hayvanlara perfiizyon yapilirken her 10 dakikada bir kan niimunesi

alindi.

4- Devamli histamin perflizyonu (3 kdpek)
48/80'in fibrinolitik aktivite {izerine etkisinin histamin voluyla
olup olmadifini anlamak i¢in yalnizca histamin verilen hayvanlardaki fibrino-

litik aktivite deBigiklikleri ile mukayese edilmesi gerekir. Difer taraftan
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histamin enjeksiyonlari arter basincinda diismelere yol agtipindan, hipotansi-
yonun neden olabilecepi homeostatik mekanizmanin da endirekt yoldan fibrinoli-
tik aktivite iizerine etkili olabilecefi akla gelebilir. Bunu Snlemek igin hipo-
tansiyona sebep olmayacak miktarlardaki histaminin devamli olarak perfiizyonu
ile alinacak sonuglarin devamli 48/80 perfiizyonlari sonuglarr ile kargilagti-

rilmasi gerekir. Bu sonuca erigebilmek igin agafidaki yol takip edilmigtir.

a) Standard deferleri elde etmek igin, k&pek anesteziye edildikten
sonra belirli araliklarla {i¢ kan niimunesi alindi.

b) Devamli perfiizyon makinesi aracilii ile 0,1 gama/Kg/min 90 dakika

" . .slite ile histamin soliisyonu perfiize edildi. Bu siire iginde total
perfiizyon soliisyonunun 30 ml'yi pe¢memesine dikkat edildi.

¢) Perfiizyon yapilirken baglangigtan beginci dakikadan itibaren her
onbeg dakikada bir kan niimuneleri alindi.

d) Perfiizyonun kesilmesinden 15 ve 30 uncu dakikalarda da kan niimu-

neleri alinda.

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler:

48/80 M ADDE S 1

48/80 p-methoxy-n-methylphenylethylamine'in formaldehid ile yaptifi bir
kondansasyon {irtinlidiir, Genel olarak agik formilii agafida gsterilmigtir. 48/80 in

6zel bir jenerik ismi yoktur, Sadece arastirma maddesi olarak kullanilmaktadir.

NHMe HTM@ HiMe
| |
(cuz]l !-_Cﬂz‘l [(‘m;
= i i
Cl. 1. 17
w/'*““ﬂz* J\\/ —CH, | J\‘:Vg
| | - l
OMe OMe Oie

Bu madde muhtemelen dimer, trimer ve tetramerlerin bir karigimidir. $imdiye

kadar bilinen en aktif histamin liberatdriidir (160). Genel olarak buna his-

tamin liberatdrii denilmekle beraber buna "mast hiicreleri depletdrii"” demek

daha yerinde olacaktir, Glinkii 48/80 sadece histamini depil mast hiicrelerinde

bulunan serotonin ve heparin gibi difer aktif maddeleri de agi¥a cikarir,

Hogberg ve arkadaglarina (161) gdre 48/80 mast hiicrelerinin membraninda bulu-

nan bir litik anzimi aktive ederck etkili olmaktadir, Normal olarak bu anzimia



aktivitesi bir inhibitdr araciizer ile engellonmektedir. 48/80 gibi bir libe-
ratdy yardim: Lle bu ianibitdy ctkizaiz hale getirilirse litik anzim aktif hale

gecer we LaX%li buluadufu membrans etki ederek onun gegirgenlifini arttirir.

BEisTthamwia

Histamin penelliklic gorek bayvean gereksa bitkilerde normal olarak bulu-
nan bir biyojen ewindir, Eistaminin Liitin fonksiyonlari kesinlikle bilinmemekle
birlikte mikrosirkiilasyonun oncicentrolunu yapan eminler arasindadir. Yapisa

4~(2-amiroethyl)-imidazol veya diXer bir deyigle B-imidazolyl-ethylamine'dir.

Viicutte histidin dekarboksilezin eikisi ile histidinden meydana gelir.

- NH

(T, T Gy - CHy - NH,

T

|
,r :-

HE ~_ ,/)y/f B
R

Histamin viicudun hemen hemen her dokusunda btulunur, Dokular diginda gerek
fizyolojik gerekse patolojik saivilarda da defisik miktarlarda bulunmaktadir,
Dokularda bulunan histaminin bilyiik bir %ism: mast hiicreleri denilen hiicreler
icersinde bulvnur (162,163), YMast hiicrelsrinin diginda bulunan histaminin

bir fonksiyonu oluy olmadipr doha henfiz avdinlatilamamigtir, Histamin mast
hiicrelerinde graniillere befli olarak bulunuv, Hiicre iginde iken herhangi bir
aktivite ghstermez. Fakat hiicrelerin membraninin gegirgenlipi arttifjy zaman
veya hiicreler pargalandiklari zamen agipe gikarak farmakodinamik etkilerini
gbsterir, Histaminin mikrosirkiilasyondaii rolii kabul edilmekle teraber sinir
dokusunda kimyasal bir transmittér clarak tir gdrevi olup olmadipi daha heniiz
agik bir gekilde gbsterilmis depildir, Mamafi kedilerde gangliyonlari uyardiji
kaydedilmigtir (164), Fakat daha szonralari yapilan difer aragtirmalarda ist
servikal gangiivon pecfiizyoniarinca blck yvapici bir etkiye sahip oldupu ileri

slirtilmigtisr (165).

dan serbest hale gegirilebilir., Ru maddeler:z histamin liberatdrleri ismi veril-
meketedir. Histamin liberat¥rleri arasinda en aktifi polimer tabiatinda olan
48/80, dekstran, polyviuvipyrolidon®lardir. Twaen 20 gibi siirfas aktif madde-
ler, morfin, d-tiibckiirerin gibi alkaicidler ve stilbamidin gibi bazi kimyasal

maddeler de histauin liberardrlaridir,



BULGULAR

Proteoiiﬁik aﬁfiﬁite, bir hayvandan digeriﬂé 6némli farklar géster=-.
digine gdre, bifbiri ile kargilagtirabilecek gﬁveﬁilif sonu§iar elde etmek
i¢in metodolojihin dikkat ile ayarlanmasi gerekmektedir. Bu maksat ile, her
kdpekte, deneylerden dhce baglangig¢ O ¢izgisini bulmak igin elde edilen defer-
lerin ortalamasi allﬁmig ve bu ortalama diger 100 Z proteolitik aktiviteye eg
kabul edilmigtir, Bundén sonra, normale gire artmalar veya azalmalar 7 olarak
kolayca hesaplahmagtiri Buna benzer sonuglat, bir araya geﬁirilip karigtiril-
m§ kontrol kanlarindan gegitli sulandirmalar ile elde edilen korelasyon efrisi
¢izildikten sonra, benzer sonuglar elde edilmigtir.

0 cgizgisi

Fibrinolitik aktivite tarihgesinde bahsedilmig oldupu gibi proteolitik
aktivitesini birgok faktdrler etkilemektedir, Bu nedenle giivenilir kontrol
baglangig degerleri elde etmek igin, bﬁyﬁk dikkat gosterilmigtir. Normal akti-
vite, yani 100 Z aktivite olarak her k¥pekten uyanik iken, ardi ardina alinan
2 kah ffimunesinde elde edilen devetierin ortalamasi kebul edilmigtir.

Bundan sonra kdpefe uygulanan anestezi ve ameliyatin neden oldufu akti-
vite depigiklikleri, bu baglangig deperlerine gdre hesaplanmigtir. Stress,neme
butal veya ameliyatin travmasi, kdpefin proteolitik aktivitesini fazla etki-
lememektedir. 42 kdpekte ortalama deperler g&yle bulunmugtur (Normal aktivite
% 100 oldufuna gbdre):

nembutal'den sonra Z 98,3
ameliyattan sonra Z 97,5

bulunmugtur.

Bu bulgulara gbére nembiitalden sonra ve ameliyattan sonraki fibrinolitik
aktivitelerle normal kdpeklerdekine nazaran biiylik farklar gtstermedifine gdre
droglardan once alinmig bulunan alti nlimunenin aktivitelerinin ortalamasi her
kbpek igin kontrol deper olarak kabul edilmigtir. Bu ortalama defer Z 98,6+23,9
olarak hesaplanmgtir. Deney hayvani olarak kullanilmig 42 kdpegin drog enjek-
siyonundan Snce verdigi degerlerin ortalamasi yiiz kabul edildigine gdre drog-
larin proteolitik aktivitede meydana getirdikleri defigiklikleri metod bdliimiinde
verilen siraya gbre gdzden ge¢irelim,
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l.a- 48/80 ile akut deneyler:

Akut 48/80 deneylerinde kdpeklerde histamin deplesyonu yapan en’
emin doz 0,5 mg/Kg oldufu icin bu dozla deneylere baglanmigtir, Bu doz hay-~
vanlara damardan verildikten yarim dakika sonra, derin bir hipotansiyon mey-
dana gelir. Bu hipotansiyon agifa c¢ikan histamine aittir, Mast hiicrelerinden
histaminle birlikte heparin ve bazi hayvanlarda 5HT de agifa gikar. Ikinci
doz 1 mg/Kg olarak secilmigtir. Bu doz ilk dozun pargalayamadipi geride kalan
mast hiicrelerini ortadan kaldirmak icin daha fazla histamin degarjina sebep
olur, Tabii ki bu histaminde normale ddnmiig olan arter basincindan tekrar bir
diigmeye sebep olur, Uclincii doz ilk dozdan daha kiiciik olarak segilmigtir. Bu doz
ilk iki dozdan sonra artik parcalayacak mast hiicresi kalmadifi igin herhangi bir
" hipotansiyona sebep olamaz, Her 48/80 den sonra 5, 20, ve 40 dakika sonra kan
niimumneleri alinarak proteolitik aktiviteleri 5lgiilmiis ve bu aktivitelerin kont-
rol aktivitelerinden yiizde sapiglari heszp edilmigtir, 6 kopefi kapsayan bu
deneylerin sonuglari istatistik analize t#@bi tutularak elde edilen sonuglar
tablo 4'de Szetlenmigtir. 0,5 mg/Kg 48/80'den beg dakika sonra proteolitik ak-
tivitede 13 %, 20 dakika sonra 3 7 ve 40 dakika sonra 4 7 gibi bir artig tesbit
edilmigtir. Proteolitik aktivitede tesbit edilen bu degigiklikler istatistiki
olarak bir anlam tagimamaktadir.

0,5 mg/Kg 48/80"'den sonra verilen 1 mg/Kg 48/80'den sonra aktivitenin
normale nazaran diigtiigii tesbit edilmigtir. Bu diiglis 5 dakika sonra 21 %, 20 ca-
kika sonra 27 % ve 40 dakika sonra 19 Z'a ulagmsgtir. Istatistiki olarak anlan~
1111k derecesi en yliksek sonug 20 dakikada elde edilmigtir. Bu seri deneyde
fictineli doz 0,2 mg/Kg olarak damardan verilmigtir. Bu arter basincinda bir defi-~
§iklik yapmadigi halde proteolitik aktivitede bir yiikkselmeye yol agmigtir. Bu
bulgularin sonuglari gekil 6'da g8sterilmigtir.

1.b~ Tek bir doz olarak verilen 0,2 mg/Kg 48/80'nin akut etkisi:

Bu seri deney, la bdliimlinde yapilan deneylerin bir tamamlayicisi
niteligindedir., Birinci seri deneylerde en belirgin etkinin histamin deplesyo-
nundan sonra verilen 0,2 mg/Kg 48/80 ile gdriildiifiinii tesbit etmigtik., Bu de-
neyleri tamamlamak i¢in intakt bir hayvanda dogrudan dogruya 0,2 mg/Kg 48/80
ile deneylerin yapilmasi gerek mast hiicrelerinden gelen maddelerin gerekse
dogrudan dogruya drogun molekiiliiniin proteolitik aktiviteye etkili olup olmadifi-
n1 gostermesi bakimindan Snemlidir. Bu seri hayvana 0,2 mg/Kg 48/80 verildik-
ten sonra ilk bes dakikada her dakikada onbeginci dakikaya kadar her iki daki-
kada bir, sonra 20.ci ve 40 1inci dakikalarda niimuneler alinmigtir. Bu deneylerde
kullanilan 7 adet kdpekten alinan sonuglar istatistikl degerlendirilmeye t&bi
tutularak elde edilen sonuglar tablo 5'te Szetlemmigtir. Tablonun tetkikinden de

anlagilacagi gibi proteolitik aktivite en gok 3-5'inci dakikalarda bir artig
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gbstermigtir. Bu artig kontrol degerlerine gdre 23 7 ye kadar ulagmigtir, Bu
degerlerin anlamlilik derecesi 0,001'den fazladir. Beginci dakikadan sonra pro-
teolitik aktivitede yavag yavas bir azalma meydana gelmekte ve 15 inci dakika-
dan sonra kontrol degerlerine inmektedir. Bu deney serisinde fibrinolitik akti-
vite deperlerinin artmasi ile fibrinojen miktarinda bir iligki olup olmadiji da
aragtirilmsg kanda fibrinojen miktarlarinda bir azalma tesbit edilememigtir. Bu
da bize fibrinolitik aktivitenin artmasi ile fibrinojen miktarlari arasinda bir

iligki olmadigini gbstermigtir (Tablo 6). PBu sonuclarin grafifi gekil 7'de dir.

2.2~ Kronik olarak histamin deplesyonu yapilmg k&peklerde belirli aralik-
larla verilen ii¢ doz (0,5 mg/Kg, 1 mg/Kg ve 0,2 mg/Kg) 48/80 in etkisi:

Bu seri deneyde yedi adet kdpek &nceleri metod bdliiminde detaylari verildigi ge-
kilde ii¢ giin arka arkaya damardan 48/80 yapilarak mast hiicreleri imk&n nisbetinde
tahrip edilmistir., Bu gekilde hazirlanmig kronik kdpeklerde 1l.a bliiminde yapil-
dig1 gekilde deneyler tekrar edilmigtir, Bu gekilde Snceleri mast hiicreleri kis-
men yok edilmig ve kismen de ihtiva ettikleri histaminleri bogaltilmig halde
iken 48/80 in etkisi aragtirilmigtir. Bu seri denmeylerin sonucunda elde edilen
proteolitik aktivite degerleri istatistiki metodlarla deferlendirildikten sonra
tablo 7'de gosterilmigtir. 0,5 mg, 1 mg/Kg ve 0,2 mg/Kg dozlarda verilen 48/80
anlamli bir etki gdstermedifi tesbit edilmistir. Bu bulgulara gbre l.a ve 1l.b se-
risi deneylerde bulunan sonuglar 48/80 molekiiliiniin direkt etkisinden ileri gelme-
digini ispatlamaktadir., Bu gekilde hazirlanms kdpeklerin de fibrinojen miktar-
lari Slgiilmiis kayda deger bir defigiklik gdriilmemigtir (tablo 8). Trombin zaman~
lari blgililerek bu esnada agiffa ¢ikan heparinin etkisi de incelenmig,sadece ilk
yapilan 0,5 mg/Kg 48/80'in beginci dakikada trombin zamanini 11,5 saniyeden 22,1
saniyeye ¢ikardigi tesbit edilmigtir., Fakat trombin zamaninda uzama diger doz=

larda gdriilmemigtir (Tablo 9). Bu sonuglarin grafigi gekil 8'de dir.

2.b~ Kronik histamin deplesyonu ile akut histamin deplesyonu arasinda fib-
rinolitik etki y&nfinden herhangi bir fark olup olmadifini anlamak icin akut dep-~
lesyon yapilmig hayvanlarda 0,2 mg/Kg 48/80 in etkileri aragtirildi. Bunun igin
hayvanlar uyutulduktan sonra onar dakika ara ile kii¢lik dozdan baglamak lizere,me-
tod kisminda anlatildifs gekilde 48/80 damardan verildi. Kiigiik dozdan baglandifi
icin her dozdan sonra meydana gelen histamin degarji biiyiikk bir arter basinci diig-
mesine yol agmadan 0,8 mg/Kg 48/80°'e kadar cikilabildi. Hayvanlar son 48/80 en-
jeksiyonundan sonra 30 .dakika kendi haline birakilarak hayvanlarin normal hale
dénmeleri temin edildi, U¢ kan niimunesi alindiktan sonra 0,2 mg/Kg 48/80 veril-
di ve 1,3,5,10,20 ci dakikalarda kan niimuneleri alinarak fibrinclitik aktivi-
tesi tayin edildi. Bu gekilde yapilmig olan yedi k&pegin sonuglari istatistiki
degerlendirme yapilarak tablo 10'da gdsterilmigtir. Fibrinolitik aktivite artigi

10.cu dakikalarda en yilksek deferine erigti. Bu deferin anlamlilik derecesi
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<,10 bulundu. Bu sonuglarin grafigi gekil 9'de gdsterilmektedir. Ayni kan nii-
munelerinden yapilan fibrinojen miktarlari 8lglilmeleri ve trombin zamani ta-

yinleri, anlamli bir degigiklik meydana gelmedipini g&sterdi (Tablo 11,12).

3~ Devamli 48/80 perfiizyonu:

Yukaridaki deneylerde gdriildligii gibi 48/80 enjeksiyonlarindan elde
edilen sonuglar bu maddenin ya dogrudan ya da dolayli yoldan fibrinolitik akti-
viteye etkili oldufjunu gbstermektedir. Histamin deplesyonu yapilmig hayvanlarda
48/80"in etkisinin anlamlilik derecesi ¢ok diigtiigiine gdre molekiiliin kendisinin
degil bu maddenin mast hiicrelerine etki ederek inhibitdr ve aktivatdr diyebile-
cefimiz bir takim maddeleri agifa gikararak fibrinolitik aktiviteye etki etti-
gini gbstermig olsa bile agifa ¢ikan inhibitdr veya aktivatdriin agifa gikig
gartlarini aramak i¢in arter basincina etkili olmayacak miktarda birim zamana
isabet edecek gekilde devamli perfiizyonun yapilmasi durumun aydinlanmasi ydniin-
den Onemli gdriildiigiinden bu seri deneyler yapildi. Devamli perfiizyon yapilmig
i kdpegin fibrinolitik aktivitesi sonuglari tablo 13'de Szetlenmigtir. Fibri-
nolitik aktivitenin anlamli bir gekilde arttifi ddnem perfiizyonun yirminci da-
kikasina rastlamaktadir, Bundan sonra aktivite normal seviyeye inmekte ve de-
neyin sonuna kadar istatistiki bakimdan anlamsiz farklilasma ile devam etmek-
tedir. Fibrinolitik aktiviteye paralel olarak 8lgiilen fibrinojen miktarinda
bir degigme olmadigl halde trombin zamaninda baslangicta bir artma gézlenmig-
tir (Tablo 14)., Trombin zamaninda bu artma onuncu dakikada belirgin ve otu~
zuncu dakikada en yliksek bir diizeye varmaktadir. Ondan sonra perflizyonun devam
etmesine ragmen gittikge diigerek yiizlincli dakikada normal deferlere donmektedir.
Bu sonuglar tablo 15'de vé gekil. 10"da. gdsterilmektedir.

4= Devamli histamin perfiizyonu:
48/80"'den sonra goriilen fibrinolitik aktivitedeki depigikliklerin

mast hiicrelerinden ag¢ifa g¢ikan histaminden ileri gelip gelmedifini saptamak
icin histamin perfiizyonu deneyi pl@nlanmigtir. Histamin arter basincina etkili
bir madde oldugu icin deneylerde kullanilan birim zamana isabet eden histamin
miktarinin arter basincina etkili miktarinin altinda kalmasina dikkat edildi.
Arter basincinin diigmesi baroreseptdrler aracilipi ile yine fibrinolitik akti-
viteye etkili clmasi muhtemel bir takim hormonlarin, &rnegin adrenalin salgi-
lanmasina yol agabilecefi agik@rdir. Bu nedenle deneylerde devamli arter ba-~
sinc1 kaydedilmis ve bir refleks meydana getirebilecek derecede bir diiglige
meydan verilmemesi temin edilmigtir.Bu deneyler ii¢ kdpek iizerinde yapildi.
Fibrinolitik aktivite sonuglari tablo 16'da dzetlenmigtir. Sonuglara gdre his-~
taminin fibrinolitik aktivite iizerine etkisi olmadipi perfiizyonun ilk 45 daki-
kasindaki sonuglardan anlagilmsgtir. 60 ci dakikada 121 % seviyeye gikmasi bur-

rada histaminden ziyade demeyin.gartlarinin etkisi oldufu kanisini bizde uyan-
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dirdi., Histamin sadece vazoaktif bir madde depil, damarlara etkili olan doz-
larin altinda sekretuvar sisteme de etkilidir. Dilglincemize gdre 60 dakika
gibi geg¢ gdrilinen etki histaminin sekretuvar etkisi ile izah edilebilir. His-
tamin perfiizyonlari fibrinojen miktarlarina ve trombin zamanina etkili gdriil-
memigtir (tablo 17, 18).

l.a~ Proteolitik Aktivite

- Standard i :
Dakika Ortalama Sapma t degeri P deferi
' - > L]
48/80 5 Z 113 + 19 1.9 20 >p>,10
v
0.5 mg/Ke 20 Z 103 + 21 0.513 0.60
40" Z 104 + 19 0.6 P > .50
| :
| 48/80 5 Z 79 + 14 1.86 .20 >pP>.10
i [ ] -
| 1.0 mp/kg 20 Z 73 13 2.39 .10 >P>,0,05
: 40" Z 81 + 26 0.283 .80 >P>.70
i ;
i 1
l 48/80 5 % 138 + 10 1.29 .30 >pP>,20
1
' 0.2 mg/Kg 20 Z 116 + 20 1.34 .30 >P>,20
| 40" 2 105 + 33 0.326 .80 >P>,70

Tablo. 4



1.b=- Proteolitik Aktivite
Dakika Ortalama Rtandare t deperi P depferi
Sapma
1 Z 99 + 20 1.36 .30<P<.20 |
2 Z 104 + 10 3.15 0.02<P<0,01
3 Z 116 + 15 4.16 0.01<P<0.001‘
4 % 122 + 19 4.09 0.01<P<0.001
5 % 123 + 18 3.56 0.01<P<0.001
48/80
7 % 114 + 31 2.08 0.1 <P<0.05
Kg/0,2 mg 9 % 106 + 20 2.09 0.1 <P<0.05
11 Z 105 & 25 1.61 0.2 <P<0.,10
13 Z 107 + 15 2.76 0.05<P<0.02
15 2 99 + 28 0.7092 0.6 <P<0.5
20 % 98 + 18
40 %z 102 + 4
Tablo. 5
1.b- Fibrinojen
Ortalama Standart
deviasyon
Kontrol 273 mg * 14 mg
Test 275 mg * 25 mg

Tablo. 6



2.a~ Proteolitik Aktivite

Dakika Ortalama Standart t deperi P deperi
Sapma
5' 7101 29 0.862 .50>P>0. 40
48/80 20" 7105  + 22 0.085 P>0.9

0.5 mg/Rg 440 7103  * 3 0.304 .805P> .70

]
£ET5 5 % 87,5 + 21 0.353 .805P> .70

|
10 malty B0 2108  + 54 0.887 J505P> 40
' 2112 t 56 0.800 .505P> 40
48/80 5 % 94 %27 1.134 .305P> .20

, '
0.2 mexe 20 2 93 23 1.215 .305P> .20

Tablo.7

2.a- Fibrinojen

Ortalana Standart i

Sapma ;

H

Kontrol 348 mg + 35 mg i
Test © 334 mg £ 19 mg |

TaleoB



2,a~ Trombin Zamani (Saniye olarak)

{ Ortalama Kontrol Degeri 11.5"

H :

!

: Zaman (Dakika olarak)
48/80 -Dozu -
) 5 20" 40"
0.5 mg/Kg 23.1" 14.5" 15"
1.0 mg/kg 11" "
0.2 mg/Kg 14" 13* 16"

Tablo. 9

2,b- Proteolitik Aktivite

; Standart 4 .
Dakika Ortalama Sapma t degeri P defleri
%z 102 + 18 0.634 .60<P<,50
% 95 + 29 0.365 .80<P< .70
48/80 7 106 + 32 1.76 .20<P<, 10
0.2 mg/Kg 10 %2 127 + 14 1.945 .20<P<.10
20 Z 102 * 6 0.175 «90<P<, 80
Tablo. 10
2.b- Fibrinojen
‘Ortalama Standart
sapma
! Kontrol 261 mg * 9 mg
Test 252 m2 + 22.8.mg

Tablo. 11




2.b=- Trombin Zamani

(Saniye olarak)

Ortalama Kontrol Deferi 10.7"

48/80 Dozu

1!

Zaman (Dakika Olarak)

3!

5

i

! 10' 20'

0.2 mg/Kg

B B

11.2" 10.5" 111" 12.6" 11.2" |

Tablo, 12

3.0~ Proteolitik Aktivite

i Dakika Ortalams Standart . deperi P deperi
l sapma
i 10 % 105 + 19 1.22 0.30>P>0.20
| 20 % 121 + 3 9,22 0.01>P>0,001
I 48/80 ! 30 % 95 + 15 0.844 0,50>P>0.40
1 40 %2 80 + 16 2.48 0.10>P>0.05
; Perfizyon 50 2 86 + 3 0.65 0.6C>P>0, 50
¥
! 60 Z 95 + 20 1,22 0.40>P>0.30
i
| 80 %2 90 + 34 0.46 0,70>P>0.60
; 100 % 108 + 23 0.50 0.70>P>0.60
Tablo. 13
3.0~ Fibrinojen

% Ortalama Standart

! sapma

| Kontrol 266 mg t 18.6 mg

J ;

=

| Test 293 mg + 32,5 mg

] i

Tablo. 14




¢ ¥, '345_ Trombin Zamani (Sahiye olarak)
'-_w T TR -:;_ y i |
| Kemtrol . -io' 20"  30' 40 50'  60' 80" 100" .

i O s F e dgs

|
1

;1242 19.8" 22" 43" 27,5"  13.5" 12" 14" 13,5"

Tablo. 15

4io= Proteolitik Aktivite

; PRI AT VI o NI TR paliil ot gk o P S Y IV 0 : :
! e R Standard
Dakika Oftalama Sapma !
i
5 % 110 + 12 1
i Histamin 15 & L0 % A8 ?
. — 30 Z 98 + 11
| 45 % 100 =513 i
: 60 Z 121 t 12 ;
| 1
Tablo, 16
4,00 Fibrinojen
f Ortalama Standart
i sapma
; Kontrol 203 mg + 8.5
|
i |
i Test 175 wg + 12.0 |
Tablo. 17
4,0- Ortalama Trowbin Zamani
| Kontrol s' 15 30" 45" 60’ |
b
| 10.5 11.5" 12.8" I11.5" 12.5" 12 2%
] '

Tablo, 18



Proteolitik Aktiviteden Sapma

Kontrol

+ 40

« 20

% K

w20

- 40

48 /80
0,5 mg/kg

\ [ 3
L c o

Kopeklerde (n=5) |.V verilen degisik doz 48/80 nin

proteolitik aktivite Uzerine etxileri

48/680 48/80
L,O mg/Kg 0.2 mg/kg
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IRDELEME

Bu b&liime bagiarken, bu galigmaya bizi pOtiiren gegitli nedenleri, bir

kere daha gdzden gegirmek ve aradifimiz cevaplari belirtiek faydali olacaktir.

Fibrinolitik mekanizma ile, histamin arasinda iligki bulunmasi ihtimali
kuvvetli olmakla birlikte, mast hiicrzlerinde proteolitik enzimler ve/veya ak-
tivatdrler birlikte inhibit8rlerin de bulunabilecefi ve bunlardaki 8zellikle-
rin fibrinoliz olayindaki bazi degisikliklerden sorumlu olabilecekleri ihti-
mali de gok Snemlidir (166,167,168). Kopekte fibrinoliz mekanizmasi hakkinda
en genig galigmalardan biri Cho ve arkadaglari tarafindan yapilmigtir (66).

Bu gruptan ilk hipotezi, fibrinolizde ortak mekanizmanin otonom transmitter-
ler aracilipir ile oldufu geklinde idi, Fakat bu gdriiglin yanlig oldufu anlagil-
migtir. Bu aragtiricilar bundan sonra tesadiifen se¢ilmig 25 drag ile §a11§m1§-
lardir. Bunlarin arasinda, histamin, serotonin, angiotensin, 48/80 gibi vaso-
aktif ild8¢lar yaninda, EACA, cksitosin, pitresin, digoksin gibi ildglar bulun-
makta idi, Bunlarin bir kism, fibrinolitik aktiviteyi arttirirken bir kismi
da herhangi bir 8zellik gbstermemigtir. Vasoaktivite kan basinci ve hipergli-
semi fibrinolitik aktiviteyi Snemli surette etkileyen faktdrler olarak ortaya
¢ikmigtir. Reza, hipofizektomi ve adrenalektomi gibi endokrin depigiklikler ve
nefrektomi ve splenektomi gibi ameliyatlar da fibrinolitik mekanizmay: etkile-
memiglerdi. BSylece, fibrinolitik aktiviteyi arttiran bazi ildglarin mekanizma-
larinin temelinde bir ortak etken, veya bir ortak yol arammsg olup, histaminin
bu faktdr oldufu diiginiilmiistiir., Cho ve arkadaglari, histamin ile ilgili galisg-
malarinda Hogberg-Uvnas'in (169,170) histamin acifa ¢ikaran maddelerde ortak
bir 6zellik olarak NHZ ve SH gruplarinin bulunmasi gerektifi, bulgularina da-
yanmglar ve her ne kadar plazma fibrinolitik aktivitesini arttiran il3¢larin
histamin degarji yaptifini gdstermemigler ise de, histamin degarji yapan ildg-
larin etkili olmasinin muhtemel oldufunu bildirmiglerdir. Bu aragtiricilar,
mast hilcrelerinden histaminin aciffa ¢ikmasi sirasinda proteaz ve bagka enzim-
lerin de agiffia gikacaklarini ileri siirmiislerdir. Son zamanlarda kbpeklerde
galigan Holemans (48,48a) perivaskiiler mast hiicrelerinin fibrinolitik aktiva-
térden zengin oldugunu (168) ve kuvvetli mekanik etkilerin veya kuvvetli vaso-
aktif defigikliklerin lokal olarak histamin degarji yaptifini, bunun civardaki
hilcre zarlari gegirgenlifini arttirarak hiicrelerden fibrinolitik aktivatdrlerin

digari sizmasina yol actifini bildirmigtir.

Burada mast hiicreleri hakkinda bazi bilgileri kisaca g&zden gegirmek

istiyoruz. 19.asir sonlarinda, Von Recklinghzusen mast hiicrelerini tarif



ettikten ve Ehrlich bu hiicreleri iyice inceleyip isimlerini verdikten sonra,
bu hiicreler ile galigmalar baglamsg fakat bugiine kadar bunlarda bulunan bio-
lojik aktif maddelerin incelemesi ve listesi tamamlanmamigtir. 1937'de Jorpes
ve arkadaglari mast hiicresi granmiiliinde bulunan metakromatik komponentin hepa-
rin oldufunu gdstermiglerdir. Bunun arkasinda, mast hiicrelerinin ayni zamanda,
histamin depolamasi ve degarji ile de ilgili oldupu gdsterilmigtir (171,172),
Fareler gibi bazi hayvanlar da mast hiicreleri biiyiik miktarda serotonin (5HT)
ihtiva etmektedir. Lagunof ve arkadaglari, 1963 yilinda, mast hiicrelerinde
aktif bir proteolitik enzim bulundupunu ve bunun kazein, albumin, instilin, mo-
lekiillerini hidrolize ettigini gdstermiglerdir (173). Bu enzimin, kimotripsin
ile homospesifik bir esteraz aktivitesi oldupu g8sterilmigtir. Mast hiicresi
kinazi adi verilen bu enzimin, mast hiicrelerinin biiylik graniillerinde, heparin
ve histamin ile birlikte aktif bir sekilde bulundupu bildirilmigtir., Yine ayni
aragtirici grubuna gdre kdpekke ve insanda mast hiicrelerinde, tripsin ile
homospesifik olan ikinci bir enzim daha bildirilmis olup, buna mast hilcresi
triptazi adi verilmistir ve bu enzimin fonksiyonu heniiz tam olarak belirlen-
memigtir,

Mast hilcreleri 8zellikle iyi damarlanms gevsek bap dokusu iginde bu-
lunurlar. Bu ba® dokusu, kan damarlari gevresinde,sinirler gevresinde veya
gegitli duktiislar gevresinde yer alahildipi gibi ser8z bogluklarin yiizeyleri
altinda miikéz membranlarda veya dermisde yer alabilir. Hiicrelerde meydana ge-
len histamin, &zel grantilerde heparin ile elektrostatik gekilde baZlanarak
depo edilir. Bdylece enzimlerin, tahrip edici etkisinden korunmug olan hista-
min, mast hiicresi pargalandipi veya daha hafif uyaranlara maruz kaldifi zamen,
histamini saliverir. Mast hiicrelerinin Omiirlerinin 14 giin civarinda oldufu
hesaplanmgtir, Bu hiicreler genellikle hayatlarina kan damarlari civarindan
bagladiktan sonra olgunlagtikga, damarlardan uzaklagip civardaki bap dokusu

icine yerlegirler.

I18¢larin etkilerini analiz etmeden dnce, her hayvan deneyi ile ilgili
olarak, giivenilir bir 0 ¢izgisi veya baslangi¢ defferi bulmak c¢ok Snemlidir.
Yukarida da bahsettifimiz gibi, proteolitik aktiviteyi etkileyen pek ¢ok fak=
tdr bulundupundan, deneylerimizin en Onemli safhalarindan tiri bu baglangic

degerlerinin giivenilir olmasini saglamaktir.

K8peklerimizde, yyanik iken, anestezi yapildiktan sonra ve ameliyat-—
tan sonra her bir safhada 2 ger kere olmak iizere 6 kontrol kani alinmg ve
bunlarin ortalamasi 2 100 aktiviteyi temsil etmistir. Kopek uyanik iken, elde
edilen degerleri % 100 olarak kahbul ettifimizde nemhutal ile anesteziyi pro-
teolitik aktiviteyi hemen hi¢ etkilemmedifini bulduk (ortalama Z 98.3).
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Daha ilging olani, damarlarin yani arter ve venlerin kanmiille edilmesi ve ge-
gitli dokularin zedelenmesi ile birlikte giden ameliyat stressinin de prote-
olitik aktiviteyi arttirmadifini bulmus olmamizdir (% 97.5). Aktivatdrlerin
damar endotellerinde bilylik miktarda oldufu daha 8nceleri bildirilmis olduguna
gbre, bizim bu bulgumuz hakikaten ilging olmaktadir (174,175,176).

Herhangi bir farmakolojik deneyde elde edilen bulgularin uygulanan
ildca bapli olup olmadipini gbstermek icin, genellikle takip edilen yol, bir
doz=cevap ejrisi yapilmasidir., Bdyle bir ePrinin 48/80 ile calisirken hazir-
lanmasi oldukga giicliik arzetmektedir; ciinkii tam hayvanlarda 0,5 mg/Kg veril-
diginde mast hiicrelerinden gok hiiylik hir histamin degarji olmakta ve hayvan
2 saate kadar siirebilen bir sok devresine girmektedir. Dolayisi ile meydana
gelen proteolitik aktivite degigiklikleri yeterli bir gekilde deperlendirile-
memektedir,

48/80 ile galigilirken 2.ci bir problem de bu ild¢ ile mast hiicresi
populasyonunda meydana gelen parcalanma veya tahribin kantitatif deferlendi-
rilememesidir,

Bugiinkii bilgilere gdre, genellikle ilk doz verildifinde yagli hiicreler
tamamen pargalanip harap olmakta; geng hiicreler ise iki gegit defisim gdste-
rebilmektedirler, Bunlarin bir kismi, graniillerini kaybetmekte, yani parga-
lanmadan heparin ve histamin degarji yapmakta; diger bir kismi ise bu ilk
doza direng gdstermekte ve ancak ikinci veya 3.cii dozda histamini salivermek-

tedirler.

Bu faktdrler gtz Oniine alinarak birinci deney serisi diizenlenmig olup
burada tam hayvanlara, diizenli aralarda iic ayri dozda 48/80 maddesi veril-
migtir, Literatiire uygun olarak deneylerimizde etkili ilk doz olarak 0.5 mg/Kg
dozu segmig bulunuyoruz, Bu doz, arter basincindaki diigmeyi kanitladifi gibi
oldukg¢a iyi bir histamin degarji yapmaktadir. Bulgularimiza g8re bu sirada
histamin ve heparin degarji yaninda, ayrica bir miktar proteolitik enzim ve/veya
aktivatdr veya inhibit3r mast hiicrelerinden degarji olabilmekte veya daha evvel
de sBziinll ettipimiz gekilde bu sonuncu maddelerin degarji histamin liberasyonu
sonucu meydana gelen giddetli vasoaktif defisikliZin vendz endotellerden bu ak-

tivat8r veya inhibitdrlerin degarjina yol agmasi seklinde olahilmektedir,

Fibrinolitik deftigiklifin en anlamli oldufu zaman 5.ci dakikaya rastla-
makta olup bu sirada ortalama aktivite 7 113 bulunmugtur. 20' dakikada deper-
ler baglangig¢ diizeyine ddnmekte olup bu sirada ortalama aktivite Z 103 tir.
11k doz olarak 0,5 mg/Kg 48/80 verip bilyikk bir dozu biiyilk kan basinci defigik-
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liklerinden korkmadan vermek miimkiindiir zira, ilk doz ile mast hiicrelerindeki
histaminin biylik bir kism1 esasen saliverilmig bulunmaktadir. Bu nedenle ikin-
ci doz olarak 1 mg/Kg 48/80 uyguladik, Bunun ile daha az miktarda heparin-
histamin degarji meydana gelmigtir. Bu dozdan sonra ¢ok ilging olarak 5 dak.
proteolitik aktivite 7 79'a immig, 20. dakikada % 73, 40.dakikada 7 81 bulun-
mugtur, Bundan her ne kadar histamin yine de vasoaktif degigiklikler yapabi-
lecek miktarda saliverilse de proteolitik aktivitede artma degil tersine bir
azalma oldufu sonucunu ¢ikarabiliriz, Su halde bu yiiksek doz ile geriye kalan
mast hiicreleri etkilendifi sirada, belki de bu hiicrelerden inhibitdr maddeler
de saliverilebilmektedir, Bir diger imk&n da, 48/80 maddesinin, direkt mole-
kiiler bir inhibisyon yapabilmesi olasilifidir. ficlincli olarak denedigimiz doz,
0,2 mg/Kg bunun daha fazla bir histamin desarji1 yapmadifi kan basincinda bir
diigme olmamasi ile kanitlanmigtir. Bunun ile beraber bu deneyde 5.dk. sonra

% 138, 20' sonra % 116 ve 40' sonra % 105 olarak bulunmugtur, GOriiniige gdre
bu son 48/80 dozu ile artik vasoaktif degisiklikler meydana getirilmemekte;
hiicreler iginde gerekli ildg egipi agilmakta ve daha &nce histamin-heparin

ve inhibitdr salgisi yapmig olan hiicrelerde bu defa geriye kalan aktivatdr-~
lerin ve/veya proteolitik enzimlerin degarji meydana gelmektedir., Bu birinci
grub deneylerimizin sonunda histaminin proteolitik aktivite mekanizmasi iize-
rine direkt bir etkisi oldufu siipheli bulummaktadir. Bulgularimiza gére ildg
dozuna bagli bir cevap elde edilememektedir. Bu nedenle tek dozda 0,2 mg/Kg
verilerek galigilmistir. Zira, maksimum aktiviteye 4, ve 5. dakikalar arasin-
da ulagilmakta ve bu sirada, aktivite diizeyleri 7 122 ve 7 123 bulunmakta
olup, bu degerler difer deney dizimizde 0,5 mg/Kg gibi daha yiiksek bir dozla
elde edilen deferlerden daha yiiksek olmaktadir. Biitiin deney siiresince, fibri-
nojen diizeyleri defismemis olup, bu da in vivo bir proteolitik olay olmadifini
gostermektedir, Nisbeten diigiik olan bu dozla yani 0,2 mg/Kg verilmesi ile kan
basincinda hafif bir diisme olduuna gbre agifa cikan histamin miktari nisbe-
ten daha azdir ve bunun ile endotel cidarindan aktivatdrlerin veya proteoli~-
tik enzimlerin degarji ic¢in gerekli olan kuvvetli vasoaktif degigikliklerin
saglandif: gliphelidir. BSylece, bu ilk bulgularimizdan, miilhem olarak, 48/80
maddesinin proteolitik aktivite iizerine direkt molekiiler bir etkisi olup olma-
difini aragtirdik. Bunun igin sema 2 a'da gdsterildipi gibi daha Once hista-

minden fakir kilimmis k&pekler kullanilmisgtir.

Bu deney sartlarina gbre, pratik olarak bu kdpeklerin mast hiicresi popii~
lasyonunun tamamen tahrip edildigi ve heparin-histamin deposunun bogalmig oldufu
kabul edilebilir. Sonuglar g&stermektedir ki, 48/80 maddesi direkt olarak prote-
olitik aktivite iizerine inhibitdr veya aktivatdr bir etki yapmamaktadir. Bunu

ayrica in vitro galigmalarla da kontrol etmig bulunuyoruz, Fibrin tabakalarini
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trombin ile pihtilagtirmadan Snce, 48/80 maddesi ildve ettikten sonra yapi-
lan incelemelerde, proteolitik aktivite iizerine direkt bir etki olmadiZini
saptamig bulunuyoruz. Yine in vivo deney sirasinda kanda yapilan fibrinojen
tayinlerinde kontrol deferlerinin 348 mg Z, ve deney degerlerinin 7 334 mg
oldugunu saptamig bulunuyoruz ve dolayisi ile, 48/80 maddesinin in vivo pro-
teolize etkisi olmadifini gdriiyoruz, Trombin zaman deperlerine gelince, bi-
rinci degerler harig, digerleri normal bulunmugtur., Burada 48/80 ilk dozunu
takiben kontrol grubunda trombin zamani 11,5" iken ilZgli grubta bu zaman

22" bulunmug olup bu da Snemli bir hictamin heparin desarjinin vuku buldufunu
gistermektedir. Mast hiicrelerinin proteolitik aktivite mekanizmasindaki ro-
linli gdsteren bir diger bulgu serisi de tek doz ve 0,2 mg/Kg verilen 48/80
maddesi ve meydana getirilen akut fakirlegtirme (depletion) deney ile gtste-
rebilmektedir, Deneylerimizde, ilk saatier zarfinda depleticp elde edildifinde
muayyen Sir miktar mast hiicresi popiilasyonu tahrip edilmektedir. Bunlar genel-
likle yagli populasyon olup, kan damarlarinin en ug bdlgelerinde bulummakta-
dirlar, Geriye kalan safflam mast hiicreleri ise daha sonra verilen bir 48/80
dozuna duyarli bulummaktadir. Bu miiteakip doz neticesinde kan basincinda &nem-
1i bir degigiklik olmayisi bliyiik bir histamin desarji vuku bulmadifini gdster=
mekle beraber, kalan hiicrelerin bu sirada harap olmasi mitaddir ve 10 dakikada
%Z 127 ye varan proteolitik aktivite olugumu bu olayi kanitlamaktadir. Burada bu
deneyin incelemmesinde, bu intakt veya saflam kalmig mast hiicrelerinden belirli
bir noktada proteolitik bir enzim veyz bir aktivatdriin salindifi kabul edilebi-
lir, Yine bu arada ilé@ve edelim ki, fibrinojen ve trombin zamani testleri
kontrol deferlerinden Onemli farklar gdstermemiglerdir. Bundan sonra, kan ba-
sincinda Snemli depigiklik meydana getirmeden devamli surette, histamin, pro-
teolitik enzim ve aktivatdr ve inhibitdr desarjini mast hiicrelerinden sagla-
yacak gekilde bir deney diizenlermigtir, Bupun igin 48/80 in 2 saat siire ile
damar igine, damla damla perfiisyonu yapilmig ve sonuglar kan basinci defigtir-
meksizin bir miktar histamin desarji oldufunu g8stermigtir. Bunun en iyi ispa-
tini histamin ile birlikte heparin desarji oldupunu g8steren trombin zamans.
deneyinin sonuglari vermigtir, Gergekten, baslangigta kontrol degeri 12,2"
iken perfilisyonun 10' dak, trombin zamani 19,9" 20 dak. 22" ve 30" dak. 43"
yiikselmigtir, Bu' gok anlamli artmalar, deney hayvanin kaninda o sirada gok
tnemli miktarda heparin dolagmakta oldupunu gdstermzktedir, Perfiisyonun 40.
dakikasinda dahi, trombin zamaninin 27,5" gibi yiiksek bir diizeyde kaldifi gd-
riilmektedir, Bu bulgular histaminin de dofrudan dopruya proteolitik aktiviteyi
etkilemediini gdstermektedir, zira hiicrelerden degarj trombin zaman: ile ce
kanitlandigi gibi, perfiizyonun 30, dakikasinda meydana geldigi halde, o sira-
da bulunan proteolitik aktivite en yiiksek seviyede degildir. Ye=i bir bagka

delil, degarj 20 ve 40 dakikalarda ayni oldufuna gdre, histaminin ayni dere-



cede salgilanmsg olmasi ve bu dakikalarda bulunan proteolitik aktivitenin
birbirine benzer olmasi gerekirken, durum bbyle degildir, 20" dakikada prote-
olitik aktivite Z 121 ve 40' dakikada Z 80 bulunmugtur. Burada ayni zamanda
hetn aktivasyon hem de inhibisyon yapan bir olayin bulundufu intibai edinil-
mektedir,

Bunun sonucu olarak da, mast hiicrelerinin ayni zamanda histamin hepa-
rin proteolitik enzim aktivat®r ve inhibitbrleri birlikte salivérdigini di=
glnmek miimkiindiir, Heparinin proteolitik aktiviteyi inhibe ettiffi gdriigii de
¢ok saplam olarak kanitlanmig bir gdrilg degildir.

Devamli histamin perfiizyonu kullanarak yapilan son deneyimizde hista=-
minin dogrudan dojruya proteolitik aktiviteyi etkilemedifini g&stermektedir,
Bu deney sirasinda histamin ile galigmanin bazi giigliikleri de ortaya gikmak-
tadir., Perfiizyon sirasinda verilen histaminin bir kismi, gok muhtemelen de-
vamli bir gekilde pargalanmakta ve geriye kalan aktif maddenin miktari tam
olarak bilinmemektedir, Perfiizyon stiresi uzatildifi zaman ise, histaminin se-
konder etkileri tabloya karigmakta ve proteolitik aktivitede meydana gelen

degigiklikleri dogrudan dogruya histamine baglamak gok giiglegmektedir,

Su halde, sonug olarak kdpekte histamin doprudan dogruya proteolitik
aktivite mekanizmasi ile ilgili oldupunu gdsteren delilleri deneylerimizde
elde edememig bulunmaktayiz., Fakat mast hiicrelerinin histamin ve heparin
yaninda proteolitik aktiviteyi etkileyebilecek miktarlarda proteolitik en-
zimlerin aktivatdrlerini ve inhibitdrlerini saldiffini sdylemenin miimkiin ol-

dufunu zannediyoruz.
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Sonug

Sonug olarak, fibrinolitik sistem aktivasyonunun histaminden
ileri geldigini bildiren Holemans ve Cho'nun (65-66) bu gdriiglerine
katilmakta giigliik gcektifimizi belirtmek isteriz., Deneylerimizde, his-
taminin kan basincini etkilemmiyecek miktarlarda zerkedildifinde fibri-

nolitik aktiviteyi arttirmadifini saptanmg bulunuyoruz.

48/80 maddesiyle deneylerimize gelince, bu ilacin dogrudan
dogruya molekiiler bir etkisi olmamakla beraber, mast hiicrelerinden
gerek aktivatdrlerin ve gerek inhibit®rlerin salinmasina sebep olusu
sonucu fibrinolizde aktivasyon veya inhibisyon yapabilmektedir.,
Bulgularimiza g8re, 0.2 mg/kg gibi kiiglik dozlarda aktivatdr salinmasi On
planda olmakta; buna karsilik 1 mg/kg gibi yiiksek dozlarda inhibitdr
salinmasi Snem kazammaktadir. Bu nedenle, 48/80 maddesinin yiiksek
dozda verilmesinin mutlaka fibrinolitik aktivite artmasini gerektirmi-

yecefi anlagilmaktadir,
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Bu galigma ile neyi gSsterdigimizi veya ne &grendifimizi &zet-
liyelim, Acaba fibrinoliz bilgisine bir katkimiz oldu mu ?

1) Fibrinolitik sistemin gegitli faktdrlerini Slgmek igin
kullanilan metodlar yetersiz olup, bu kompleks mekanizmayi aydinlatma
imitlerimizi gergeklegtirmede bize yardimci olamamaktadir. In vitro
elde edilen sonuglarin, in vivo durumu yansitmadiklari agikardir.

Bu metodlar daha gok teorik spekiilasyonlar yapmamiza yardim etmektedirler.

2) Histamin kan basincini defistirmeyen dozlarda fibrinolitik

aktivite iizerine dofrudan doruya etki yapmamaktadir.

3) 48/80 maddesi kendi basina fibrinoliz iizerine molekiiler bir
etki yapmamaktadir, Bununla beraber,uygulanan doza bagli olmak i{izere
mast hiicrelerinden aktivat8rler ve inhibitdrler salinmasina yol agarak
fibrinolitik aktivitede artma veya azalmaya sebep olmaktadir. 0.2 mg/kg
gibi kiiclik dozlar, bilylik miktarda aktivatdr salinmasina yol acarken,

1.0 mg/kg dozu daha gok inhibit®r degarjina yol agmaktadir.



49~

Summary

It now seems appropriate to establish what exactly has been
learned or demonstrated by this work. Has something been added to the

field of fibrinolysis ? To summarize one can say the following:

1) Methods used to evaluate the different components of the
fibrinolytic system are most inadequate, and are a strong limiting
factor to our hopes of enlightening this complex mechanism. It
appears highly improbable that results obtained in vitro will reflect
the actual in vivo situation., But rather, we must assume that they

allow us to speculate rather theoretically.

2) Histamine by itself, at doses not affecting blood pressure

will exert no direct immediate effect on fibrinolytic activity,

3) Compound 48/80 by itself has no direct molecular effect on
fibrinolytic activity, but rather, through the release of activators and
inhibitors from mast cells, will exert either an activating or inhibi-
ting action,according to the dose used. Low doses, such as 0.2 mg/kg
will achieve a high degree of activator release, while doses of 1.0 mg/kg

will result in higher release of inhibitors from mast cells,
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