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FARKLI DUSUK MOLEKULER AGIRLIKLI HEPARINLERIN (dalteparin,
nadroparine, enoxaparin) VE STANDART HEPARININ SICAN VENOZ
TROMBOZ MODELINDE KARSILASTIRILMASI
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Ozet

Amac: Vendz thrombozisin ven duvarnda inflamasyon ile birlikte olduau gosterilmiftir. Standart heparin (SH) ve dufluk
molekiler amrl>kl> heparin (DMAH) anti-inflamatuar etkileri bilinmektedir. Bu heparinlerin anti-inflamatuar etkileri karfblafit>rs|d>.

Yontem: Ratlar rasgele befl gruba (her biri 8 rattan oluflan) ayrld> ve inferiyor vena cava (<VC) trombosis ol ufturmak icin renal

venlerin hemen alt>ndan <V C okliide edildi. <V C okliide edilmeden bir saat 6nce, hayvanlara srasyla serum fizyolojik (0.5ml), S$H
(300U/kg), dalteparin (120U/kg), enoxoparin (100U/kg) ve nadroparin (190U/kg) subkutan olarak uygulands. <V C okllde
edilmesinden alt> saat sonra, anti-trombotik aktivite analizi igin 2cc kan a>nd> ve VC' lar inflamatuar aktivitenin histopatdojik
decerlendiriimesi igin pkartld>.

Bulgular: SH grubunda aPTT (64.77+6.31) deceri dizer gruplarla karfblft>rld>esnda 3 kat> yiksekti. Anti-faktor Xa aktivites SH
ve kontrol grubu ile karfbl&flt>rsld>asnda tim DMAH gruplarnda (dalteparin, 1.31+0.01; enoxaparin, 1.32+0.01; nadroparine,
1.29+0.04) yuksekti. Profilaks gruplarsnda notrofil say>s kontrol grubu ile karfblaft>r>ld>anda 6nemli derecede difiiktii. Monosit
ve lenfosit say>larnda gruplar arasndafark yoktu.

Sonug: Vendz trombozisten bir saat énce uyguland>a»nda, SH ve DMAH' ler ven duvarsndaki erken nétrofil infiltrasyonu ileilgili
olarak akut inflamasyonu azalt>rlar. Bu heparinlerin benzer anti-inflamatuar 6zellikleri olduaunu difiintyoruz. (Damar Cer Der
2004;13(2): 17-22)
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Abstract

Purpose: Venous thrombosis has been demonstrated to be associated with vein wall inflammation. Anti-inflammatory effects of
standard heparin (SH) and low-molecular-weight heparins (LMWH) are already known. Their anti-inflammatory properties were
compared.

Methods: Rats were randomly distributed to five groups (n: 8, each) and underwent inferior vena cava (IVC) occlusion just below
the renal vein producing IVC thrombosis. One hour before IVC occlusion, the animals were subcutaneously applied with Saline
(0.5ml), SH (300U/kg), dalteparin (120U/kg), enoxoparin (100U/kg) and, nadroparin (190U/kg), respectively. Six hours after IVC
occlusion, 2 cc blood was drawn for analysis of anti-thrombotic activity, and IVCs were harvested for histopathologic evaluation
of inflammatory activity.

Results: APTT was almost 3 times higher in SH group (64.77+6.31) compared to the other groups. Anti-factor Xa activity was
higher in the all LMWH groups (dalteparin, 1.31+0.01; enoxaparin, 1.32+0.01; nadroparin, 1.29+0.04) compared to SH and NS
groups. Neutrophil counts were significantly lower in all prophylacy groups compared to the control group and in LMWH groups
compared to SH group. There were no differences in monocyte and lymphocyte counts among groups.

Conclusion: Both SH and LMWHs diminished acute inflammation in terms of early neutrophil infiltration into the vein wall when
they are applied one hour before the insult inciting venous thrombosis. We believe that, these heparins have similar anti-
inflammatory properties. (Turkish J Vasc Surg 2004,13(2): 17-22)
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i

Akut derin ven trombozu (DVT), derin vendz sistemde
klinik olarak ilk meydana gelen trombozis olarak
tan>mlan>r . Venoz tromboembolizm hastaneye
yat>rslan hastalarda potansiyel ciddi bir komplikasyon
olmakla birlikte, tim dinyada yaygpn bir problemdir ve
pulmoner emboli ile aralarsndaki ilifki oldukca gliclidir
@, Venoz trombozisi takip eden dénemde kronik venoz
yetmezlik ve vendz Ulserler her y>| milyonlarca insan»
etkilemektedir ©.

Heparin 1930'|u y»>llardan beri klinikte kullansimakta ve
trombosis tedavisindeki etkinliai iyi bilinmektedir ©.
GunUmizde, DVT tedavisinde standart heparin (SH)
genellikle bafllangs¢ tedavisinde tercih edilir ¢°.
<nflamatuar cevap vendz trombosis olufima periyodunda
ven duvarsnda baflamaktadsr @ ve bu inflamatuar yanst
baflang>gta notrofil infiltrasyonu, bunu izleyen donemde
ise monosit ve makrofg infiltrasyonu fleklinde olur ©.
Trombosis heparinin etkisine baol> olarak sn>rlansr,
heparinlerin ventz tromboziste antiinflamatuar
aktiviteleri olduau ispatlanmfitsr 2. Heparinin iyi
bilinen antikoagUlan etkisine ek olarak, antitrombotik ve
antiplatelet etkileri de vardsr ®,

Dufiik Molekller Amrl>kl> Heparin (DMAH) Andersson
ve ark. taraf>ndan 1976 y>I>nda bulunmufitur “.
DMAH ' ler standart heparinin depolimerizasyonu ile elde
edilir ve akut DVT tedavisnde en az SH kadar guvenli
ve etkilidir *. Glnimiizde farkl> etken maddeler iceren
DMAH:ler rutin olarak kullanlmaktadbr.

Bu cal>flman>n amac>; vendz trombosis ol uftturulan
ratlarda antiinflamatuar ve antitrombotik etkileri
bak>m>ndan, farkl> etken madde iceren difiik molekiler
a>rl>kl> heparinleri (dalteparin, nadroparine,
enoxaparin) kendi aralarndave SH ile karfblaft>rmaktsr.

YONTEM

Cab>fima Silleyman Demirel Universites T>p Fakiiltes,
deneysel arafitt>rma laboratuarsnda yaps>ld>. 40 adet
Wigtar-Albino tirQ, erkek, ortalama aosrl>klars 196-215
g arasnda dexiflen ratlar kullan>ld>. 8 rattan oluflan 5 ayr>
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grup haz>rlands. 23-05-2001 tarihli lokal etik kurul onay>
ile ve SDU Arafitorma Fonu tarafsndan desteklenen proje
sliresince deney hayvanlars bak>m ve korumakurallarsna
titizlikle uyuldu. Oda >ssnda denekler pelet rat yemi ve
suilebedendiler.

Denekler 8 er ratl>k 5 gruba rasgele segimle ayrs|d».
Gruplar, kontrol grubu (serum fizyolgjik), unfraksiyone
heparin grubu (Heparin sodyum®, Kamada, <srail),
dalteparin sodyum grubu (Fragmin®,
Pharmacia& Upjohn, <sveg), enoxaparin grubu
(Clexane®, Rhone-Poulenc, Fransa) ve nadroparin
grubu (Fraxodi®, Sanofi Winthrop, Fransa) fleklinde
olufturuldu. Kontrol grubunda, 0.5 cc serum fizyolgjik,
dizer gruplara da ssrasyla 300 U/kg unfraksiyone
heparin, 120U/kg deltaparin sodyum, 100U/kg
enoxaparin ve 190U/kg nadroparine calcique ratlarn
kar>n cildi alt>na enjekte edildi. Enjeksiyon iflemi
tamamland>ktan bir saat sonraindiksiyon igin kullanslan
eter anestezis sonrasnda, ketamin hidroklorir (Ketalar,
Parke-Davis, Tirkiye), 10mg/kg intraperitoneal olarak
verilerek genel anestezi samland>. Kar>n bolgesinin
traflanmasndan sonra orta hat kesisi ile laparotomi
uyguland>. Retroperitoned bolge aglarak inferiyor vena
cava (<VC) renal venlerin hemen alt>ndan damar
[imenini tamamen okliide edecek flekilde hemoklips
(HEMOCLIP® Plus, Pilling Weck, Europe, France)
konuldu. Kompresyon uygulanarak kanama kontrolu
sanland>. Steril flartlarda gergekleftirilen iflem sonunda
bat>n anatomik planda tek kat olarak kapat>ld>. Denekler
6 saat sonra eter anestezisi ile sakrifiye edildi.

<nfrarenal abdominal aortadan 3cc kan a>nds. PT (%
aktivasyon), INR, APTT(sn), Fibrinojen(g/l),
D.Dimer(ug/l) ve antifaktor Xa(iw/ml) bak>lmak tzere
hematol oji laboratuarsndaifleme al>nab.

<V C okliide edilen yerde dahil olmak Uzere iliyak
venlere kadar pkart>ld>. Materyallerin timi formalin
fikse parafine gdmulu preparatlar olarak ifleme a>nmsfl
olup hepsinde haematoxylin eosin preparat haz>rland.
Elde edilen preparatlar ¢ift kor olarak daha dnceki
cabfima sonuglar> ve hangi grubun hangi ilaca ait olduau
bilinmeden 2 patolog taraf>ndan >fbk mikrokopi
duzeyinde dewxerlendirildi; Her rat icin haz>rlanan
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preparatlardan befl ayr> bolgeden PNL (Polimorf Nuveli
Lokosit), monosit ve lenfodit hiicre say>m> yapldb.
«statistiksel analiz i¢in SPSS 10.01 program>, ANOVA
ve Posthoc Tukey testi kullansld>. P<0.05 istatistiksel
olarak anlaml> kabul edildi.

BULGULAR

Hematolgjik decerlendirmede;

PT (% aktivasyon), INR, APTT, F<BR<NOJEN,
D.D<MER, ve antifaktér Xaicin her grup dnce kontrol
grubu ile sonra kendi aralar>nda karfblafit>r>ld> (Tablo
1). SH grubu icin APTT deceri (64.77+6.31) diver
gruplardan daha yuksek bulundu (p<0.05) ve SH
grubunda uygun antikuagilan etki oluflturulduzu
goruldi. Antifaktor Xa dizeyleri deltaparin grubu
icin (1.31+0.01), enoxaparin grubu igin (1.32+0.01) ve
nadroparin grubu icgin (1.29+£0.04) 6lculdd. Bu
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dexerler kontrol ve SH grubu ile karfblafit>rsld>asnda
istatistiksel olarak yuksek bulundu (p<0.05). DMAH
gruplar-nda uygun antikuagilan etki ol uftturulduzu
goralda.

SH ve DMAH gruplars icin PT (% aktivasyon), INR,
APTT, fibrinojen, D-dimer icin kontrol grubu ile
karfblafiorld>esndaistatistiksel olarak fark bulunmads.
Histolojik deaerlendirmede;

Damar duvar>nda inflamasyon serum fizyolojik ile
tedavi edilen ratlarda daha yiksek bulundu (Figir
1A). PNL icin; SH grubu (29.32+03.83), deltaparin
grubu (23.37+00.82), enoxaparin grubu (26.20+00.61)
ve nadroparin grubu (17.68+04.01), kontrol grubu
(63.87£01.90) ile karfblafit>r>ld>o>nda istatistiksel
olarak anlaml> bir fark bulundu (p<0.05). Gruplar
aras>snda monosit ve lokosit i¢in anlaml> fark
bulunmad> (Tablo 2).

Tablo 1: Antikoagtlasyon Analiz Sonugclar>

Gruplar (No:8) PT INR
(70-130%) (0.85-1.25)
1-Serum Fizyolojik 111.56+5.16 1.01+0.04
2-Standart heparin 117.64+4.98 0.95+0.03
3-Déltaparin 130.33+3.91 1.05+0.02
4-Enoxaparin 121.40+4.23 0.95+0.03
5-Nadroparin 120.38+1.84 0.95+0.02

aPTT Fibrinojen DD Anti-faktor
(25-45sn)  (1.7-4.5g/L)  (50-192ug/)  Xa (IU/ml)
2258+1.22  1.48+0.14 59.88+£7.93 0.28+0.02
64.77+6.31  1.20+0.08 53.77+8.13 0.38+0.07
19.36£1.33  1.86+0.35 41.48+340 1.31+0.01 %
2355£3.63  1.45+0.25 44.36£298  1.32+0.01 f
24522777  1.30+0.24 4761+1.84  1.29+0.04 T

PT, prothrombine time; INR, international normalise ratio; aPTT, activated thromboplastin time; DD,D-Dimer;

* p<0.05 (diger gruplar ile karsilagtirildiginda)

T p<0.05 (standart heparin ve kontrol grubu ile karsiastirildiginda)

Sekil 1,A. Serum fizyolojik verilen kontrol grubundan a>nan inferiyor
vena cava (<VC) kesitlerinde; nétrofiller daha fazla olmak Uizere monosit
ve lenfositlerinde bulundusu ¢ok say>dainflamatuar hiicre izlenmekte.

Toplam hiicre say»>s igin; SH grubu (39.06), deltaparin
grubu (38.62), enoxaparin grubu (39.94) ve nadroparin
grubu (32.50), kontrol grubu (74.27) ile
karfblaft>rsld>enda istatistiksel olarak anlaml> (p<0.05)
bir fark bulundu (fiekil 1B-E).

TARTISMA

Bu calsfimada, standart heparin ve DMAH gruplarnda
uygun antikuagllan etki oluflimakla birlikte; gruplar
arasnda PT (% aktivasyon), INR, APTT, fibrinojen ve
D.Dimer icin fark bulunmad>. Aynrca, damar duvarsnda
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Tablo 2: Ven Duvarsnda Morfometrik Analiz Sonuclar»

Gruplar (No:8) Notrofil Monosit Lenfosit Toplam inflamatuar
hiicre sayisi

1- Serum Fizyolojik 63.87+01.90% 8.80+0.84 1.60+0.33 74.27 %

2-Standart heparin 29.32+03.83 7.52+1.03 2.22+0.39 39.06

3-Déltaparin 23.37+00.82 12.31+0.83 2.94+0.68 38.62

4-Enoxaparin 26.20+00.61 12.32+0.70 1.42+0.90 39.94

5-Nadroparin 17.68+04.01 12.71+1.36 2.11+0.28 32.50

I p<0.05 (diger gruplar ile karsilastirldiginda)

e Sk AL e R e % L Ty § ‘# !1' -0, y N
Sekil 1,B. Standart heparin verilen gruptan a>nan <V C kesitlerinde; Sekil 1,C. Deltaparin verilen gruptan a>nan <V C kesitlerinde; benzer
inflamatuar hiicrelerde belirgin diizeyde azalma gorilmektedir. flekilde inflamatuar hiicrelerde belirgin dizeyde azalma

gorilmektedir.

v i N Wy "& () i . 3] "“‘ ‘s a P : o -
Sekil 1,D. Enoxaparin verilen gruptan al>nan <VC Kesitlerinde; Sekil 1,E. Nadroparine verilen gruptan a>nan <VC kesitlerinde; az
azalmfl say>da inflamatuar hiicre izlenmektedir. say>da inflamatuar hiicre dikkati ¢ekmektedir. (Hematoxylin and
eosin, X 200).
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inflamasyon serum fizyolojik ile tedavi edilen ratlarda
daha yuksek bulundu, ancak monosit ve lokosit icin
gruplar arasnda anlaml> fark bulunmad>. DMAH' ler
kendi aralar>nda ve SH ile karfblaflt>r>Id>e>nda PNL,
monosit, lenfosit say>s, ayr>ca toplam hiicre say>s
apsndan anlaml> fark bulunmadh.

Venodz trombozis oluftturulan ratlarda ven duvar>nda
inflamatuar bir yant oluftucu daha énceden ayrntsl>
olarak tarsmlanmsfibr ©2, Ayrsca, heparinin potansiyel
bir antiinflamatuar etkis olduau bilinmektedir ve son
ysllarda bu konu ileilgili birgok calsfima yaplmsfisr ¢
Heparinin antiinflamatuar aktivitesinin spazm ve aary»
gidermesi ile ilgili olduau bildirilmekle birlikte ¢,
heparinlerin antiinflamatuar etki mekanizmalar> hentiz
yeni agklanabilmifitir. Wang ve ark. heparinlerin potent
antiinflamatuar etkilerinin P-selectin ve L-selectin

789)

14)

blokaj> ile ol dununu ispatlamsflardbr
Downing ve ark. taraf>ndan, DMAH antikoagilan etki
gostermeyecek kadar diiflik dozlarda bile 6nemli
derecede antiinflamatuar etki gosterdikleri bildirilmifitir
®. Ayn> calsfimada, DMAH antiinflamatuar etkisinin
antikoagilan etkisinden bamms>z olducu da
gosterilmifltir. Yine tlkemizden yapslan benzer bir
cal>flimada, Guler ve ark. deltaparin sodyumun
antikoagtilan etkisinin olmad>o> diflik dozlarda bile
antiinflamatuar etkisinin olduaunu bildirmektedir ©.
Bizim calflmam»zda da kontrol grubunda PNL say>s
SH ve DMAH gruplarsna gére daha yiksek bulundu ve
bu sonuglar 6nceki gal>fimalar ile uyum gostermektedir.
Heparinin ratlarda ve insanlarda benzer etkileri olduau,
ratlarda yaprlan heparin ¢alsfimalarsny>n insanlar iginde
uygun oldusu bildirilmektedir “°. Bu nedenle hepariniile
ratlarda yaprlan calXfimaar insanlar iginde yol gosterici
olmaktadbr ve klinice uyarlanabilmektedir. SH vendz
sisemde geliflen tromboemboli tedavisinde rutin olarak
kullamslan bir ilactsr. Son ysllarda DMAH bu gibi klinik
durumlarda baflar>|> bir alternatif tedavi saclad>o»
bildirilmektedir “*.

Heparin s>o>r akcireri ve domuz ince barsak
mukozasndan ekstraksiyon ve safldb>rma yolu ile elde
edilen sulfatlanmyfl bir polisakkarittir. Ekstraksiyon
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srasnda glikozaminoglikan zincirlerinin ks»imalars ile
oluflan ortalama molekil amsrl>e> 12.000 dalton olan
heparin fragmentlerinin hetorojen bir karfbm>dbr.
Heparinin antikoagilan etkisi, antitrombin I11A’> aktif

durumagetirmesiyle olur.

DMAH standart heparindeki polisakkaritlerin

depolimerizasyonu sonucunda oluflan k>sa fragmentlerin

bir karstbm>d>r. DMAH’lerin molekdl aarl>klars 4000-
6500 dalton aras>nda derifimektedir. Antifaktor Xa
etkinlikleri gicli ve antifaktor I1a etkinlikleri daha
dufluktar . Antikuagulasyon tedavisinde heparinin

etkis APTT ile dlcllUr ve yeterli antikoagilasyon igin

APTT normalin 1.5-3 kat> arasnda tutulur. DMAH

etkinliai ise antifaktor Xa dizeyi Olculerek

hesaplanabilir.

Bu calfimada PT, INR, Fibrinojen ve DD 6l¢imleri;

heparin ve DMAH’den etkilenmemesine raamen,

¢a>fiman>n hemotolojik dererlendirmesinin saal>kl> olup
olmad>e>ny kontrol etmek amac> ile yaplmfir. Heparin

gruplars ile kontrol gruplar arasnda idatistiksel bir fark
okmamsfitsr ve hemotolojik deaerlendirmenin sael>kl>
yapldbas kontrol edilmiftir.

SH grubunda APTT 64.77+6.31 bulunmas bu grupta
uygun antikuagulasyonun yap>ld>a>n>, ayr>ca
DMAH’lerin olufturdusu gruplarda antifaktér Xa
duzeylerinin (1.31+0.01, 1.32+0.01 ve 1.29+0.04)

heparin ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
yiksek bulunmas ile de DMAH gruplarsnda yeterli

antikoagulasyon saalanmsfl olduau goraldu. SH

monositlerin ylzeyine baclanma kabiliyeti oldusu

bilinmektedir “"*****_ Bu nedenle monosit say>sn>n
istatistiksel olarak SH grubunda duflik olmas»

beklenehilir. Ancak ilk 6 saatte nétrofil daha sonraki 2-6

gunlerde monosit/makrofg infiltrasyonu olduau SH ve
DMAH vendz tromboziste ven duvar inflamasyonunu

azalttso> bildirilmektedir ©. Downing ve ark. benzer bir

¢abflmada SH ve DMAH ler arasnda monosit say>s
apsndan bir fark bulamamsfllard>r ve bunu
decerlendirmenin erken déneminde olmas nedeniyle
monositlerin etkis beklenildizi gibi olmamsfibr fleklinde

apklamflardsr ©. Bizim calsfimamszda monosit say>s
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SH grubunda say> olarak daha dflik bulunsa da
istatistiksel olarak anlaml> pkmamfir.  Aynca lokosit
say>s apsndan dagruplar arasnda fark bulunmameior.
Sonug olarak; ¢ farkl> etken madde iceren DMAH'lerin
kendi arassnda ve SH ile karfblafit>r>ld>eynda
aniinflamatuvar etki apsndan farklar> yoktur. Hem SH
hem de bu Ug farkl> etken madde iceren DMAH’ler
venodz tromboziste benzer antiinflamatuar etkinlik
gogterir.

Ek not: Bu cal>fima SDU Araft>rma Fonu taraf>ndan
489 say> ve 30/11/2001 tarihli projeile desteklenmiftir.
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