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GIRIS ve AMAC

Tedavide koagiilasyona etkisi dolayisiyla uzun siiredir kullani-
‘Tan heparin 1916 y1linda Mac Lean tarafindan izole edilmistir (1).
Yapisinin aydinlatilamamasi dedisik yorumlara udramis ve etki mekaniz-

mas1 da farkli goriuslere yol acmistir.

Heparin, molekiil agirli1gr 1000-50.000 dalton arasinda dedisen
bir mukopolisakkarittir (2). Molekil agirli1g1r dedistikce heparin akti-
vitesinin, IU/mg dederleri degisir (3). Heparin farkli metodlar ile
fraksiyonlandirilmis ve deneylerin yontemine bagimli olarak degisik

sayida fraksiyonlar elde edilmistir.

Heparinin miktar tayini i¢inde ¢esitli yontemler gelistirilmis-

tir. Bunlardan bazilar: kimyasal (4-7), bazilari da biyolojiktir(8-10).

Bu calismamizda, dedisik Sephadex tipleri denenerek heparin
fraksiyonltandiriimis ve elde edilen fraksiyonlar ile heparinin fraksi-
yon]and1r1]mam1s seklinin aktivitesi mukayese edilmistir. Ayrica, biyo-
lojik miktar tayininin zor ve zaman alici olmasi, kimyasal tayininin
daha pratik olmas1 nedeni ile kimyasal tayinden biyolojik tayine ge-
¢is i¢in degisik heparin preparatlari Ulzerinde metakromazi, rekalsifi-
kasyon ve anti Xa deneyleri yapilarak mukayese edilmis vé korrelasyon-

lar1 incelenmistir.



1. KURAMSAL KISIM
1.1. HEPARIN
1.1.1. ELDE EDILISI

Heparin, ilk defa karacigerden izole edildikten (11) sonra, de-
gisik doku ve sivilardan da elde edilmistir (12). Bugiin heparinin mast
hiucrelerinde bulundugu gorlsu kabul edilmektedir. Mukopolisakkarit ya-
pisinda olan heparin heksozamin icerir. Heparin notmal sartlarda orga-
nizmada serbest olarak bulunmayip bir proteine baglidir. Bu nedenle
elde edilmesinde proteinden ayirmak i¢in degisik teknikler kullanil-
mistir. I1k olarak kurutulup, ufalanmis kopek karacigeri metanolle
kaynatilmis, sonra serum fizyo1ojik]e ekstre edilip aseton ile ¢okti-
rU]mUstUr. Ortamdaki glikojenler, takadiastas ile yapilan dijestiyon-
la, protein ise kadmiyum k]orUr ile bertaraf edilmistir (11). Daha
sonra heparin elde edilmesinde, proteinin uzaklastirilmasi i¢in asetik
asit i¢indeki Lloyd reaktifi (aluminyum silikat) (13), 1s1 ve tripsin

jle dijestiyon tavsiye edilmistir (14).

Heparinin saflastiriimasi i¢in baryum klorlr (13), brusin(is),
benzidin hidrokToriir (16), piperidin n-pentilamin, 1zopentiTam1n(]7},
dodesilamin (18), dekametilendiamin (19), dimetiltionin (20) kullanil-
m1$t1r. Benzidin tuzu yonteminde, ham heparin benzidin ile tuz hali-
ne getirilerek coktiurulir, suzulur, ¢okelti metanolle yikanir, sonra
su ile calkalanarak slspansiyon haline getiri]ir. 0zerine amonyumhid-
roksit ilave edilip heparin serbest hale gecirilir veya baryum asetat
ile muamele edilip heparin baryum tuzuna ge¢ilir ve daha sonra heparin

baryum tuzundan heparin sodyum tuzuna gec¢ilerek saflastirma yapilir

(16).



Heparinin saflastirilmas: icin kromatografik yol da denenmistir.
Bunun i¢in dietilaminoetilseliiloz (aniyon dedistirici) ile yapilan si-
tun kromatografisi calismasinda, once 0.5 M sodyum klorUr sonra 1.2 M
sodyum kloriirle yapilan ellsyon ile ele gegen eliiata etaﬁo] ilavesi
ile heparin coktiirilerek ayrilir ve bdylece baslangicta 110 IU/mg

olan heparinin aktivitesi 165 IU/mg'a ylkseltilir (21).

Heparinin endistride elde edilmesinde s1§ir karacigeri veya ak-
cigeri kultanil1r. Parcalanmis bu organlar dogkudan dogruya veya 24
saat otolize birakildiktan sonra ekstre edilir. Ekstraksiyon ic¢in amon-
yum silfat ile doyuruTmus N sodyum hidroksit cozeltisi kullanilir. Ka-
risim 50°C de dikkatle bir saat 151t117r. Bu temperatirde koaglilasyon
olmaz ve heparin dokudan ekstre edilir. Bu karisim daha sonra 70°¢C ye
1s1t1l1r ve denatlire olan protein c¢tker. Karisim sicakken siiziilir, sti-
zlintlinun pH's1 2-2.5 olacak sekilde derisik siilflrik asit ilave edilir.
¢oken kismin biyik miktari heparindir. Bu bakiye etanolde (%95) 20
saat slspansiyon halinde tutulur. Bu sekilde yagli kisimlar etanole ge-
cer. Alkol aktarilarak ayrilir ve kalan kisim santrifiije edilerek ¢o-
kelti_a]1n1r, suda ¢oziindirulir ve pH's1 8'e ayar]an1r. Uzerine trip-
sinin sudaki ¢ozeltisi ile az miktarda ksilen ilave edilir. 36°C de
36 saat enkiibasyona birakilir. Bu esnada her 12 saatte bir pH yeniden
8'e ayar]an1r. Dijestiyondan sonra karisima etanol ilave edilir ve va-
sat turnoso1a'kars1 hafif asit reaksiyon gGsterene kadar hidroklorik
asit ile ayarlanir. Bu c¢cozelti 24 saat bekletildikten sonra suzullr,
cokelti alinir, 075 N sodyum hidroksitte cozindirilir ve 75°C de 1s1-
t1larak tripsin tahrip edilir. (0zelti sodutulduktan sonra santrifiije
edilir. Ostteki sivi kisim alinir, lzerine iki misli aseton ilavesi

ile heparin c¢oktirilir. Saflastiriimas1 i¢in elde edilen ham heparin,



baryum k]orUr ile pH 4.5 ta muamele edilir. Meydana gelen baryum hepa-
rinat ayrilir, sonra buradan sodyum karbonat ile sodyum heparinata ge-
¢ilir. Bu islemin bir cok kere tekrari ile mg daki aktif heparin mik-

tari arttirilir.

Bugilin, heparin sigir akcigeri ve karacigerinden baska domuzun

barsak mukozasindan da elde edilmektedir.

1.1.2. FIZIKSEL OZELLIKLER?

Beyaz veya hafif Krem henginde, kokusuz, higroskopik, amorf bir
tozdur. %1 1ik ¢Gzeltisinin pH's1 5.0-7.5 arasindadir (8 ). Parsomen
membrandan dializ olmaz ancak kollodyon membrandan ¢ok yavas dializ

olur.(22).

20 k suda, alkol, aseton ve glasiyal asetik asitte c¢Oziinlir. He-

parin uzun zaman aktivitesini kaybetmeden saklanabilir (22).

Akciger]ebden elde edilenin aktivitesi 120 iU/mg diger doku-
1ardan elde edilenin aktivitesi ise 140 IU/mg dan az olmamalidir. Bu
potens, etiketinde belirtilenin %110'undan fazla %90'indan az olamaz.
Kurutma kaybi vakum altinda 60°C da 3 saatte %5'i gecmemelidir. Yakma
sonucu bakiye %28-41 arasindadir, Kuru baz Uzerinden hesaplanan azot
miktaﬁ1 %1.3-2.5 olmalidir. Agir metal miktari %0.003 ten fazla olma-

malidir ( 8).
1.1.3. KIMYASAL OZELLIKLERT

1.7.3.7. YAPISI

Heparin, ekimolekiiler miktarlarda glikozamin ve glukuronik asi-
din minavebeli olarak dizelenmesi ve d—1,4 glikozidik baglarla bagla-

narak meydana gelmis uzun zincirli bir mukopolisakkarittir (23).



Heparinin o ve B olmak izere ki formu vardir. 8 heparin s1gir
akcigerinden heparin ekstraksiyonu esnasinda yan iiriin olarak elde edi-
Tir. Yapisi B -D- glikozidik bagla baglanmis ekimolekiiler miktarlarda
uronik asit ve 2-asetamido-2-deoksi-D-galaktoz (N-asetilkondrozamin)
dur. Molekiil agirligr yaklasik 15.000 dalton civarindadir. Ayrica her

tetrasakkarit tnitesinde iki siilfat ester grubu icerir.

Bugtin - kullanilan heparin o heparindir. Molekiil agirlig1 yakla-
s1k ]5.000—20.000 dalton civarindadir. Yapisinda % olarak 22.9 C,
23 ‘ '
3.4 H, T.9 N, 12.9 S icerir. {aly + 47.6 dir.

Heparinin yapisal formilu asagdidaki sekilde verilmistir (24).

CHR0S05 CH20503 cog CH,0S03
Hp—o 0 0 0 0 0
coo o cog
) OH OH oH OH OH OH
- 0 0 0 o-

0504 NHSO4 030y NHSO3 OH NHSG3 -
sia DSGA sia DSGA B-GA

o

Heparin
SIA:Z—SU]foiduhonik asid  DSGA: 2,6 disulfoglikozamin B-GA: B-gluku-
ronik asid
nik asittir. Bunlarda, amino ve hidroksil gruplarina silfo gruplam
(esterlesmis ya da asitlesmis iyonize silfirik asit) baglidir. Siifo
grubunun glikozaminin amino grubuna badli olmasi (N-siilfat) haline sil-
famik asit denir. Hidroksil gruplarina silfat grubunun bagl o1mas1
0-slilfat seklinde gosterilir. Bu baglanma estef seklindedir. O-stlfat
ve N-siilfat gruplar molekiile asit karakter kazandirir, bu nedenle he-

parin glicli aniyonik bir maddedir ve viicutta olusan en asidik madde



olarak nitelendirilir (24).

Yapisal fatk1111k1ar, zincir uzunlugunun yan1 sira, silfatlanma
derecesine; sulfat grup]ar1n1n yerlerine, ester siilfat veya amin siilfat
seklinde bulunmasina, asetil grubunun mevcut olup olmamasina gore orta-

ya ¢ikar (2 ).

1.1.3.1.1. YAPISI UZERINDE TAYINLER

Po]isakkarid]erdeki uronik asidin tayini, asit hidroliz esnasin-
da stabil olmamasindan dolayi glictiir. Bu nedenle hidrolizden Gnce hepa-
rin asetillenir sonra siilfat gruplari giderilir ve bunu takibende re-
diklenir ve daha sonra hidrolize edilir. Bunu takiben,kagit kromatogra-
fisi ile glikoz ve glukuronikasit tesbit edilmistir (25). Diger bir ca-
l1smada heparin once asetillenir, sonra alkali vasatta meti]lendiri]ir
ve daha sonra hidro]ize edilirse, kagit kromatografisi ile analizinde
3-0-metil-D-glikoz, 2,3-di-0-metil-D-glikoz, 3-0-metil-D-Glikozamin,
glikozamin ve 3,6-di-0-metil glikozamin teshis edilir. Bu arada hepa-
rinde stifatlanma derecesinin ayn1 olmadigr ve zincirin degisik kisim-
larinda farklr oldugu ve heparindeki glikozaminin 6 no lu karbonunda

stilfat grubunun ester seklinde bulundugu belirtilmistir (26).

E1ektroforez yontemi ile yapilan bir calismada fazla hareket]i
olan fraksiyonun‘biyo]ojik aktivitenin %75'ine sahip oldugu ve %9.3
kUkUrt icerdigi, az hareketli fraksiyonun ise %7.3 kikirt icerdigi ve
birden fazla madde tas1d1gyr belirtilmistir (27). Ticari heparinin saf-
1ast1r1]mas1 esnasinda alkol, dioksan veya aseton kullanilmasina bag-

11 olarak metakromatik ve biyolojik aktivitede farkliliklar gorulmustur.

Yapilan bu tayinler heparinin ana yapisi Ulzerindedir. Bun]ar1n

yaninda heparinin kompleks bir madde oldugu ve biinyesinde 3 tip seker



tas1d1g1 ifade edilmistir (28). Ayrica heparinin tasfiye edilmesine
ragmen protein tasidid1r ve bu proteinin bir bagla heparine badli oldugu
bildirilmistir (29,30). Bir mukopolisakkarit olan kondroitin siilfat'a
bir proteinin bagly oldugunun tesbit edilmesi ile (31) heparine bir
proteinin baglr olabilecegi disiniilmis ve yapilan arastirmalar bunun

dogru oldugunu gostermistir (30). Daha sonra bu bagin yapisi lizerinde

calisiimis ve bunun:

glukuronik asit-glikozamin-glukuronik asit-galaktoz-galaktoz-
protein

ksiloz-serin
protein

seklinde oldugu tesbit edilmistir (32).

Heparinin zayif asit bir ortamda hidrolizi ile karbonhidrat-
serin bilesiginin ksiloil-serin (0-g-D-ksilo pronosil-L-serin), galak-
tosil ksiloil-serin (4-0-8-D-galakto pronosil-0-g-D-ksilo proncsil-L-
serin) seklinde oldugu tesbit edilmistir. Setilpiridinyum klorir 1ile
heparinin coktiriilerek saf]ast1r11mas1 sonunda, yapi i¢inde ylizde ola-
rak heksozamin 28.5,uronik asit 41.2, azot 2, kikirt 13.1 bulunmus ve
silfat/heksozamin oraninin 2.57/100 oldugu tesbit edilmistir. Ayrica
amino asit o]arak gramda 32.7 mol serin oldugu beJirti]mistir. Gatak-
tozaminin ise total heksozaminin %0.3'U miktarinda oldugu belirtilmis-
tir. Amino asit analizi (M hidroklorik asit ile 100°C de 3 saat hidro-
1iz1 miteakip) kagit kromatografisi yontemi ile yapilmistir. Monosak-
karit tesbiti M hidroklorik asit ile 3 saat 1si1tmay1 takiben, cOzelti
deiyonizasyona tabi tutulmus ve kagit kromatoghafisi ile (kagrt:What-
man I, solvan: Etil asetat- asetik asit-su (3-1-1), reaktif: sekerler
icin anilin-ftalik asit, heksozamin ic¢cin ninhidrin) incelenmistir. Se-
ker-serin bagdr ise 4 M hidroklorik asit ile 100°C de 14 saat 1s1t1l-

diktan sonra fazla hidroklorik asit rotoevaporatorda ucurulmus, bunu



takiben heparin nitroz asit ile parcalandiktan sonra jel filtrasyon
ile fraksiyone edilmistir. Fraksiyonlar Dowex 50 den geciri1diktén
sonra elektroforez metodu ile karbonhidrat serin bilesigi karakterize

. ) *
edilmistir. Bu islemler sonunda :

IdUA - GlcNac - GIcUA - Gal - Xyl - Ser
GIcUA - GlcNAc - GIcUA - Gal - Xyl - Ser
(UA - GlcNAc)2 - GIcUA - Gal - Xyl - Ser

(UA - GTIcNAc), - GIcUA - Gal - Xyl - Ser

3

seklinde oldugu bulunmustur (33).

1.1.3.2. TANINMASI

1.1.3.2.1. UV SPEKTRUMU

Heparihin UV spektrumu bir cok arastirici tarafindan incelenmis
olmasina ragmen bunlarin verdigi UV dederleri birbirlerini tutmamakta-
dir. Bunlarin bir kismina gore saf heparin 230-300 nm de absorbsiyon
gostermez. Diger bir kisminin belirttigine gore de 265-292 nm arasin-
da maksimum ve 240-260 nm de ise minimum absorbsiyon gosterir (34).
Bulgularin boyle ¢eliskili oImas1 heparinin gayri safiyetine baglanmis
ve saf heparinin bu bolgede absorbsiyon gostermedigi belirtilmistir
(35). Daha sonraki calismalarda heparinin 205 nm de uronik asidin
karboksil gruplarindan dolay1 maksimum verebilecedi dusunilmistir
(36 ). Diger bir miellif de heparinin UV spektrumu i¢in 190 nm lere

kadar inilmesi gerektigini belirtmistir (37). Daha Gnceleri alinan

X

IdUA - Iduronik asit GlcNAc - Asetil glikozamin
GlcUA - Glukuronik asit Gal - Galaktoz
Xyl - Ksiloz Ser - Serin

UA - Uronik asit



UY spektrumlarinin, ticari heparinlerde yliksek ekstinksiyon gosterme-
sinin sebebi j¢erdigi fenol muhtevasindan dolayr oldugu, kuru heparin
sodyumdan hazirlanan sulu cozeltilerde bunun mevcut olmadigr tesbit

edilmistir (38).

1.1.3.2.2. IR SPEKTRUMU

Heparinin IR spektrumu incelenmis, fakat bu ¢alismanin inter-
pretasyonu kaydedilmemistir (39). Diger bir calismada ticari hepari-
nin IR spektrumunun 1600-1500 en™! arasinda yine bir mukopolisakkarit

olan kondroitin siilfat ile mukayesesi yapiImistir (40).

1.1.3.2.3. KAGIT KROMATOGRAF1SI

Heparin, kagit kromatografisi ile (kagit: S 2 S 2045 a, solvan:
n-propanol-su (40:60), reaktif: toluidin mavisi (%0.15 g/su) mavi ze-
minde pembe renkte (Rf: 0.57) teshis edilmistir (47). Ayrica n-propa-
nol-su (bu solvanda heparin tek Teke verir) (42), 0.04 N amonyum for-
miyat-jsopropanol (60:40)(43), propanol-formik asit-su (30:10:40)(44),
amonyum formiyat-metanol(45:55) (45), sirukleyici kar1s1m1ar1 kulla-
niimistir. Kromatogramda 1eke1erin teshisi Azqr A ye toluidin mayi-
si (%0.05 toluidin blue+%0.5 fenol) reaktifleri ile yapiImistir. Diger
bir calismada mukopolisakkarjtlerin ayrismasi icin amonyum formiyat
(tamponlu) Fisopﬁopano1 (65:35) karisimi kullanilmis ve iki komponen-
tin ayrilmasi sadlanmistir. Heparini kondroitin sU]fatftan ayirmak
j¢cin etanol -fosfat tamponu ku11an11m1s; n—phopano1—fosfat tamponunda
jse heparin ve kondroitin silfatin fronta yakin olarak siriklendigi

tesbit edilmistir.

1.1.3.2.4. INCE TABAKA KROMATGGRAFISI

Seliiloz ve Sephadex adsorbanlarinda mukopolisakkaritlerin ay-
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rilmasi yapiimistir.

Seliulozda solvan sistemi olarak n-propanol-isopropanol-absolu
etano1-0.037 M sitrik asit (pH 3.1'e sodyum hidroksit ile getirilmis-
tir.) kullamimistir.

Selliloz adsorbaninda heparin ve heparitinin Rf degerleri 0.77'
nin ve 0.54"Un altinda olmak lzere iki leke verdigi 0.54'in altindaki
lekenin uzayan sekil gdstérdigi, heparinin polidispers molekiiller gibi
sUbUklendigi tesbit edilmistir.

Seliitoz MN 300 ile yapilan bir baska calismada solvan sistemi
olaraks1) amonyak %25-piridin-su (60:35:5) ve 2) butanol-asetik asit-
su (3:1:1) kullaniImis, soduk hava akiminda kurutulan plak Uzetinezl)
diazolandirilmis p-nitro anilin reaktifi, 2) ninhidrin'in asetondaki %1
Tik ¢Gzeltisi, 3) Azur A reaktifi, 4) p-dimetilamino benzaldehit reakti-
fi, 5) bakir silfat'in sudaki %10'1uk ¢6zeltisi + %2'1ik amonyak c¢ozel-
tisi, 6) Eriochrome black T'nin sudaki %0.125 1ik cozeltisi, 7) Water
Blue 'nun sudaki %0.065 1ik ¢Ozeltisi plskirtilmustir. Plsklrtmeden son-
ra kromatogramlar lzerinde 1,2 veya 3 nokta be]irmistir. Elde edilen
bu nokta]at1n Rf dederleri ve renkleri bir tablo halinde verilmistir
(46). Bu reaktiflerden 1 ve 4'iin heparinin serbest amino gruplarindan
2'nin heparinin protein muhtevasindan, 5'in ise amid baglarinin mevcu-
diyetinden, 3'ln ise metakromazidén dolay1r renk verdigi belirtilmek-
tedir.

Polietilen imino seliiloz (PEI sellulosa) adsorbani veya selli-
Joz MN 300 ile yapilan diger bir calismada,0.04 M amonyum formiyat '
(pH 4.3) -isopropanol (50:50), aseton-su-asetik asit (2:2:1), 0.0T M
hidroklorik asit solvanlari denenmistir. Bu calismada PEI seliiloz

icin Morgan-Elsen reaktifi kullamilmis ve uzayan lekeler seklinde he-
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parin tesbit edilmistir. Seliiloz (E.Merck) ile 0.04 M amonyum formi-
yat (pH 4.3) - isopropanol (50:50) solvaninda heparin startta kalan
bariz bir leke ve Rf dederi 0.6 civarinda gorinen hafif bir leke tes-
bit edilmistir. (47).

Selliloz MN 300 adsorbani ile yapilan baska bir calismada sol-
vent sistemi olarak:1) amonyak-piridin-su (60:35:5), 2) su, 3) butanol-
asetik asit-su (3:1:1) kullanilmis ve reaktif olarakta: 1) 10 mg Acri-
dine Orange'in 10 ml sudaki ¢ozeltisi, 2) 10 mg bromkrezol yesili‘nin
1O ml sudaki ¢dzeltisi, 3) 5 mg azokarmin G'nin 10 m1 sudaki ¢Gzeltisi
puskUrtulmustir. Neticede reaktif 1 ile 1 Teke, reaktif 2 ile 2 leke
ve reaktif 3 ile 3 Teke elde edilmistir. Bu Tekelerin renkleri ve Rf
degerleri bir tablo halinde veriimistir (48).

Sephadex jelinde, n-propanol-isopropanol-absoiu etanol-0.037 M
sitrat tamponu (pH 3.71) (1:4:2:13) karisim1 ile calisilmis ve tankin
3 saat doyurulmasi tavsiye edilmistir. Reaktif o]arak toluidin mavisi
(20 mg toluidin mavisi, 40 ml aseton, 180 ml metanol, 5 ml %2 asetik
asit) ku11an11m1st1r.

Sephadex jelinde, heparinin starttan 1t1baren plagin yarisi-
na kadar devam eden uzun bir leke halinde slirtklendigj tesbit ediimis-

tir (49).

1.1.3.3. MIKTAR TAYINI
1.7.3.3.1. METAKROMATIK TAYIN

Heparinin baz1 boyalarla metakromazi gosterdigini ilk defa’
JORPES belirtmistir (50). Metakromazi kelimesi i1k defa ERLICH tara-
findan kullantImistir. Kelime, anlam olarak yer degistirmek demektir.

Metakromazi, absorbsiyon maksimumunun daha alcak dalga boylarina kay-
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mast, absorbansinin alcalmast seklinde ilk olarak LISON (51) tarafindan
tanimlanmistir. Metakromazi gbsteren maddelere kromotrop maddeler de-
nih. Kromotropik maddeler genel o]arak biyolojik menseli, yliksek mole-
kullu polianyonlardir. Metakromazinin tersi olan olaya batokromazi ads

verilir, absorbsiyon maksimumunun daha yiiksek dalga boylarina kayma51

demektir.

Mukopolisakkaritler serbest amino grubu tasiyan boya ¢ozeltisinin

absorbsiybn spektrumunu daha kiiciik dalga boyuna degistirirler (4 ).

Metakromazi gdsteren maddeler arasinda heparin, kondroitin siil-
fat; hiyaluronat, nikleik asit, agar ve aljinat gibi organik maddelerin
yaninda 1norgan1k ve sentetik kromotroplardan silikat, polifosfat, kitin
sitfat, karboksi metil selliiloz, aljinat siilfat ve po]iakri]at1ar sayi-
labilir. Ayrica sabunlar, anyonik deterjanlar, miristat ylizey aktif
ajanlar (Duponal) ve fosfolipitier gibi dusiik mo]ekU] agirligina sahip
maddelerinde kromotropik Gzellik gGsterdikleri bildirilmistir ( 52,53).
Bazi antibjyotiklerde metakromazi gosterirler (54). Metakromazi Uzerin-
de C vitamininin azaltict etkisi yaninda (55), ortamin pH'simin da
etkili oldugu, pH'nin artmasiyla metakromatik indeksin (500-550 ile
600-640 aras1 absorbsiyonun orani) arttig be]ittilmistir'(56). Meta-
kromazi gdsteren boyalar Beer kanununa uymazlar. Metakromazide makro-
molekillerinmevcut olmasi veya olmamasi dedil yalniz boya-boya intra-
molekiiler birlesmesi bahis konusudur. Normal metakromatik boya]ar (me-
tilen mavisi, toluidin mavisi), fibrin, jelatin, doku ve hiicre ile ka-
ristirilirsa ortakromatik renk goriilir (54 ). Buna jlaveten baglayici
ajanlarin mevcut olmamas1 halinde agregat teskil etmeyen akranil, ateb-
rin, proflavin 9-amino akridin ve diger baz1 akridinler, niiklejk asit

- ile yuksek dalga boyuna kayma gbsterir]en (batokromazi). Bu, boya-
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polimer interaksjyony neticesidir (57). Metakromaziye dayanan tayin
ic¢in diazin serisi boyalar kullamilir. Akridin sinif1 boyalar mukopo-
1isakkaritler jle kirmizi fluoresans verirler. Bun]ar hya]uronidaz ile
parcalanirlar (58). Yalniz, metakromazinin dedisik maddeler ile orta-
ya ¢ikmast, bu tayinin heparin icin spesifik olmadigini gdsterir. Bu
tayinde, belli oranda sodyum kloriir ve metanol ilave edilmesi metakro-
maziyi bozmaz. Fakat %5 sodyum klorir, %20 alkol ilave edilmesi veya
1s1 artmasi metakromaziyi bozar. Metakromaziye dayanan &lc¢me pH 9 dan
asadida sodyum kloriirlii vasatta yapilir. Dokyda yapilan tayinde ayri-
- ca meydana gelen renk kirmiz1 ve erguvani aras1nda degisir. Buna a, B,
Yy tip metakromazi denir. Boyanin cinsine gore renk dedismeleri asagi-

daki sekilde meydana gelir,

Bismark kahverengisi'11e portakal rengi———q—vsar1ya
Azur A ile mavi —= kirmiziya

Parlak krezil mavisi ile mavi — erguvani renge
Brom krezol mavisi ile mavi ——— = erguvani renge
Krezil viole ile mavi ———= erguvani renge

Ni1 mavisi slilfat ile yesil mavi — kirmiz1 maviye

Notral kirmiz1 (pH 647) ile kirmizi — portakal rengine

doniislir. Bazijk fuksin, kirmz1 renkte degisme gosterir. Pyronin, akri-
flavin ise fluoresansini kaybeder (59).

Heparin ¢ozeltileri, azo, tiazin, oksazin, azin, trifeni]metan
ve akridin boyalar ile metakromazi gdsterirler (4). Tionin, Azur C
(mono metiltionin), Azur B (trimetiltionin) ve metilen mavisi (tetra-
metiltionin) ile heparin metakromazi gdstermez. Buna karsilik heparin
Azur A,(asimetrik dimetiltionin) ile bariz bir metakromazi gosterir.

Ayrica Azur A heparinin antikoagiilan aktivitesini notra-
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Tize eder. Azure A ile metakromazi spektrofotometrede incelenirse mak-
simum 610 nm den 510 nm e dedisir. Boya ile heparin arasindaki stosio-
metrik oranda heparin miktari arttikca X maksimum 510 nm e diser, bu-
nun aksine miktar azaldik¢a A maksimum 610 nm e yikselir. Reaksiyon
1s1ya karsi hassastir. Absorbsiyon 0°c de, 20°C de ve 37°C dekinden
daha yliksektir. Reaksiyonun ylriyisi bazik boya ile heparinin asit qu-
ruplari arasinda oltur. Bu reaksiyonda boya konsantrasyonu az olmalidir.
Aynmi sekilde heparin miktarinin fazlaligida metakromaziyi dnler. Orta-
ma alkol ve aseton ilave edilmesi renk dedisimini engeller. Meydana
gelen renk heparin ve boya oranina siddetle bagimlidir. Cok disik kon-
santrasyondaki mukopolisakkarit, bir cok boya molekiillerinin sekonder
bag]ar (hidrojen baglari) ile birbirine badlanmasina imkan verir. Boy-
lece polimer tesekkil eder ve yeni renk meydana gelir. Alkol ve aseton
sekonder baglar1 kaldirir ve yiksek dederli anorganik iyonlar baslan-
gi¢c bilesiginin tesekkiliine sebep olan primer dederli badlar ile inter-
fere olur (59). Dializ ile alkol kaldirilirsa metakromazi tekrar orta-
ya ¢i1kar. Boya-heparin bilesigi suda gii¢c, eter ve kloroformda ise ko-
lay ¢Ozlinlr. Suda iyonize olur ve mevcut dider katiyon ve aniyonlarla
denge halinde buTunur (60). 80°C - 90°C da 1s1tma metakromatik rengi
tahrip eder. Heparin ic¢in metakromaziye dayanan titrimetrik ve spektro-

fotometrik miktar tayinine ait degisik yontemler verilmistir ( 4,61).
Metakromatik tayin ilk olarak MacIntosh tarafindan toluidin mavisi ile
yapiimistir (62).

Spektrofotometrik olarak yapilan metakromazi deneylerinde hepa-

rin muhtelif boyalarla incelenmistir. Bu boyalar arasinda metilen mavi-

si (63), gece mayisj (61), Azur A, Azur I ve Azur II (64) sayilabilir.
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Jaques ve ark.nin yontemi modifiye edilerek daha kliclik hacim-
lerde ve daha diisik heparin konsantrasyonlarinda metakromazi deneyle-

ri, dotayis1 ile heparin miktar tayinleri yapilabilmistir.

1.1.3.3.2. PROTAMIN ILE TITRASYON

Plazmadaki heparin titrasyonunun,bir heparin antagonisti olan
protamin ile yapilmasi icin bir cok teknik Gnerilmistir (65-68),.

Bu yontemde, 0.5 ml plazmaya, 1 mg protamin silfat'in 1 ml %0.9
luk sodyum klorir icindeki cozeltisi ve 1 mg trombinin 1 ml % 0.9 luk
sodyum klorir ic¢indeki ¢tzeltisinden 0.2 ml ilave edilir. Koaglilasyon
meydana gelinceye kadar bir baget ile tiiblin kenarina sirtilir ve koa-
giilasyon sUresi tayin edilir. Once degisik protamin miktarlari ile ya-
pi1lan tayinde standart egri ¢izilir. Buna gore .bilinmeyen heparin nu-

munesindeki miktar bulunur (68).

1.1.3.3.3. ANTIKOAGULAN AKTIVITEYE DAYANAN TAYINLER

Antikoagiilan etkinin tayini ybntem]eri cok glictiir. Bu tayinde
degisik faktorler ro] oynar. Bu heparinin siilfatlanma derecesine bag-
11d1r (69.70) - Burada kalsiyum miktarinin dusiik1igli, toluidin mavisi
ve protamin mevcudiyeti 1nh1b1t6t rol oynar]ar. Ayr1ca asit ortam
(#11 asetik asit) heparinin antikoagilan aktivitesini azaltir (71).
Muhtelif farmakope]erde heparin miktari1 antikoagiilan aktiviteye daya-
narak Unite/mg veya ml olarak verilmistir. Bir heparin lnitesi 0°C de
1 m1 kedi kaninin pihtilasmasini dnleyen heparin miktaridir. USP lini-
teyi 1 ml sitrat]anm1s koyun plazmasini %1 1ik kalsiyum klorir cozel-
tisi katilmasindan sonra bir saat boyunca pihtilasmaktan alakoyan mik-
tar o]arak tanimlar (8). Antikoagllan aktiviteye dayanarak yapilan

miktar tayinlerinde degisik ydntemler kullanilir.
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1.3.3.3.3.1. TAM KAN YONTEMI (72)

Koagiilasyon zamani tayini, parafinlenmis pyrex tip i¢inde hava-
S1z ortamdabyap111r. Her tup 0.2 ml dillie heparin ¢6zeltisi, cam bon-
cuk icerir. 5 tlpe standart heparin diger 5 tilpe ise miktar tayini ya-
p1lacak heparin konur. Seyreltilmis heparin ¢ozeltisi birincide 10,
ikincide 5 mg madde tasir. Kan alinir ve tliplere konur. Okuma 2, 4, 8
ve 24fUncU saatlehde yapilir. Cam boncuklarin ¢ckme hizinin azalmas?
koaglilasyonun basladigini gdsterir. Koaguiasyonun baslangici ve sonu
zaman olarak tesbit edilir.

Stilfatlanmis tam kan yontemi antikoagiilan aktivite tayini i¢in
kullaniTmistir (73). Bu ydntemde heparinin sudaki ¢Gzeltisi tam kam
dilie etmede kullanilir. Boylece kan yliksek konsantrasyonda tuz ile
koagiile olmaz sekle getirilir. Taze alinmis ©Okliz kan1 hacminin 1/2 si
oraninda %7 anhidr sodyum siilfat iceren ¢ozelti ile kar1st1r111r. Bu
karisim 4°C de 3-4 hafta saklanabilir. Koagulasyon zamaninin kisaltil-
masi j¢in asetonda kurutu]mus okliz beyni ilave edilir. Deney oda tem-
peratiiriinde yapilir.

Deney: Standart preparatin 1.28, 1.6, 2 IU/ml olmak lizere su-
daki Uc¢c ¢ozeltisi hazirlanir. Her cozeltiden 1 ml alinmip, 6 test ti-
biine konur, Uzerine 0.2 ml trombokinaz ilave edilir. Daha sonra bu ka-
risima 1 ml stulfatlanmis kan ilave edilir ve dikkatle alt st edilir
(bu karistirmada hava kabarciginin karismamasina dikkat edilmelidir),
' Hef tipte bu jlayeden 15 saniye sonra ilk piht1 tesekkiiliine kadar ge-
- cen slire élcU]Ur. Bu yontemin cok basit oldugu ve kisa slirede tayine

jmkan verdigi belirtilmistir.
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1.1.3.3.3.2. TROMBIN YOUNTEMLERI

Bu ydntem,ilk olarak taze alinmis veya oksalatli okiiz tam kan1
lizerinde dehenmistiﬁ (74). Daha sonra Kjems ve Wagner oksalatli plazma
Uzerinde calismislar, bunun ic¢in degisik miktarda heparine (2.5 IU/m]
iceren cozeltiden 0.04-0.1 m1) 1 ml oksaiatli okiiz plazmas1 ve belli
miktar trombin ilave etmisler ve koagllasyon zamanini 20 saniyeden 60
saniyeye kadar tayin etmislerdir (75).

Trombin yonteminin gelistirilmis sekli sitrat11 okliz plazmasi
“ile yapilmistir. Bu yontemin tatbik edilisi asagidaki seki]dedir (76).

Okliz kan1 sitrat ilave ediimis tibe alinir, santrifije edilir,
plazma ayrilir. Uzerine seyreltilmis trombin ilave edilir. Sonra 0.2
zamani tayini i¢in trombin, heparin lzerine damlatilir ve plazma ila-
vesinden sonra platin igne daldirilir, hareket ettiri]ir ve pihti go-
elde edjlen kurbun yalniz c¢ikan kismi kullanilir. Plazma trombin ybn—
temi jc¢in bir cok tenkitler yapilmis ve neticenin %20 civarinda fazla
crktigr bildirilmistir (s8).

Trombin yonteminde son zaman]drdaki deneylerde insan kani plaz-

mas1 kullanitmistir (77,78).

'1.1.3.3.3.3. REKALSIFIKASYON ZAMANI TAYINI

Heparinin antikoagiilan aktivitesinin hesaplanabiimesi i¢in kullani-

lan bir diger yontemde rekalsifikasyon zamaninin tayinidir. Bu ybntem-
de 37°C 1ik su banyosunda, silikonlanmis tiiplere heparin ¢iozeltisi,
%0.9 luk sodyum klorilr ve koyun plezmasi konur, lizerine 1/40 M kalsi-
yum kloriir ¢Gzeltisi ilave edilerek aninda kronometre ile zaman tesbit
edilir, ki1sa araliklarla bir telle hafif karistirilarak ilk pihti te-

sekkil ettigi an tayin edilir (79).
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1.1.3.3.3.4. PLAZMA YONTEMI (8)

Sodyum sitrat (%8) iceren bir kaba koyun kani1 alinir, hafif ka-
r1$t1r111p,'santriije edilir, plazma ayr1]1r; Bunun lzerine kalsiyum
k]orUr ¢cozeltisi ilave edilip, donduru1ur. Gerektigi zaman 37°C de su
banyosunda eritilerek ku]]an111r.

Referans heparin %0.9 sodyum k]drUr ¢cozeltisinde coziindirilir,
uzerine yukarida belirtilen plazma ilave edilir. Burada heparin mikta-
r 1-1.5 USP Unitine tekabill edecek sekilde ayarlanir. Bu referansin
%5 artan sekilde aritmetik bir dizisi tUp]er icinde hazirlanir., Bunla-
r1n>Uzerine %1 kalsiyum klorir ¢ozeltisi ilave edilip derhal zaman kay-
dedi]ir, tipler kapatilip lc defa yavasca alt ilist edilir. Ayni islem
ml de 1 mg heparin iceren ¢Gzeltinin standart preparata uygun sekilde
seyre]ti]mesini takiben yapilir. Kalsiyum k]orUr ilavesinden sonra bir
saatlik sire j¢inde her tipteki pihtilasma derecesi tayin edilir. Bu-
rada 0.25, 0.50 ve 0.75 olmak lizere U¢ derece a]1n1r ve tam pihtilasma
(1) olarak derecelendirilir. Bunu takiben verilen formu1e gore (M) de-
geri hesaplanir. USP heparin tinitinde mg da sodyum heparin potensi
P = Antilog M dir,

USP yonteminde kullanilan sitrat11 plazmaya diatome silikat re-
aktifi ilave edilerek antikoagiilan aktiviteye dayanan baska bir miktar

tayini yontemi de Onerilmistir ( 9).

1.1.3.3.3.5. ANTI Xa YONTEM1

Heparinin tek basina antikoagiilan 6zel1igi c¢ok dislktiir ancak
heparinin ko-Faktdr 1 adi verilen antitrombin III ile antikoagililan ak-
tiyitesj son derece artar ve aktif pihtilasma faktdri Faktor Xa'y1 ve

trombini inhibe eder. Bu inhibisyon cok dusik heparin dozlarinda bile



meydana gelir. Faktdr X, 'nin inhibjsyonu zamana baglh olarak ortamda-
ki heparin konsanttasyonu ile orantilidir. Bundan jstijfade ederek Fak-
tor Xa'ya bagl1 Heptest adi verilen miktar tayini ydntemi gelistiril-
mistir.

Bu yontemde, heparin miktar:i tayin edilecek plazmaya esit ha-
cimde Faktor Xa ilave edi]erek 120 saniye 37°C su banyosunda enkiibe
edilir, sonra bu karisima domuz plazmasi fraksiyonu i¢inde ¢ozindlril-
mis optimum miktarlarda kalsiyum kloriir ve beyin sefalini iceren bir
karisim reaktif olan RECALMIX™  ilave edilérek rekalsifiye edilir ve
pthtilasma zamani saniye olarak tesbit edilir. Elde edilen bu pihti-
lasma zaman1 daha Onceden standart heparinle elde edilmis standart eg-

riye tatbik edilerek plazma icindeki hepariniU/ml cinsinden hesaplanir.

1.1.3.3.4. TURBIDIMETRIK TAYIN

Heparin, streptomisin veya dihidrostreptomisin ile bir komp-
leks meydana getirir. Bu karisim 10 dakika bekletildikten sonra ekstink-
siyonu spektrofotometrede 480 nm de okunur (80). Ayrica heparinin pro-
tamin bilesidinin 151k absotbsiyonuna dayanan ayri bir yontem de GOne-

rilmistir (81).
1.1.3.3.5. POLAROGRAFIK TAYIN

Heparin miktar tayininin polarografik ysntemle de yapiiabijle-~

cegi bildirilmistir (82).

1.1.3.3.6. SPEKTROFOTOMETRIK VE BIYOLOJIK METODLAR ARASINDAKI KORRE-
LASYON

Biyolojik tayinlerin uzun ve pahali olmasi, spektrofotometrik

tayinlerin ise daha kisa siirede netice vermesi ve ekonomik olmasi nedeni



. i]g‘buzy6ntem1er arasinda bir korrelasyon olup olmad1d1 incelenmistir.
Bir kisun arastiricilar bu konunun lehinde diger bir kism ise aley-
hinde gdris belirtmislerdir. Fakat bdyle bir korrelasyonun mevcut ol-
dugu ilk defa Giliven ve ark.lari taraf1ndan'bdeirilmistir (79). Bu
korrelasyon metakromatik aktivite ile rekalsifikasyon zamani arasinda

verilmistir.
1.1.3.4. FRAKSIYONLANDIRILMASI

1,1.3.7. bolumiinde be]ifti]digi gibi hepafin bir mukopolisak-
karittir ve molekiil agirligir 1 000-50 000 dalton aras1nda degisir. Bu
nedenle heparinin farkli molekiil a§1r11k1ar1na gore fraksiyonlandiri-
labjlecedi - dusinlilmlis ve bu gaye i¢in ¢esitli yontemler kullanilmis-
ti]’t.
'1.1.3.4.1. FRAKSIYONLU CUKTORME

Coktirme ile heparini fraksiyonlandirmak icin degisik yontem-
1er kullaniimistir. Bunlardan biri etanol ve dioksanla ¢oktlirmedir (83).

By yontemde etanol ve dioksan kullanilir. Etanolle yapilan ¢ok-
tunmede 15 g‘heparin‘450 g distile suda cézUndUrU]Ur ve 40 C'ye sogu-
tu]uh; bu ¢ozeltiye i1k ¢cOkme meydéna gelinceye kadar ayni temperatir-
.deki mutlak alkol ijlaye edi]ir. Bu ¢cokelti yavasca karistirilir ve bii-
tiin gece bekletilir, daha sonra Ustteki siv1 aktarilarak ayrilir. Ya-
pilan hesaplamalarda jlk ctkmenin %30 v/v etanolle meydana geldigi bu-
Tunmustur. Daha sonra alkol miktar1 %5 1ik basamaklar halinde arttiri-
larak diger fraksiyonlarda ayr1 ayri ¢tktirilmis ve 1iyofilize edilmis-
.1erdiru By yontemle 8 fraksiyon elde edilmis, bunlarin molekul agirik-
1ar1; ana heparine gdre % oran]ar1,'azot; kUkUrt”yUZdeleri ve antikoa-

glilan aktiviteleri tayin edilmistir.
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Ayni ydntemle dioksan kullanilarak da calisilmis ve i1k ¢okme-
nin %46 dioksanla meydana geldigi bulunmustur. Dioksan miktari %5 art-
t1r11arak diger fraksiyonlarda cbkthU]mUstUr. Bu ydntemle de 6 frak-
siyon elde edilmis ve bu fréksiyon]arda da yukarida bélirtilen analiz-
ler aynen yapilmistir.

Bir diger arastirmaci etanolle yapilan cbktUrmedé 12 fraksiyon
elde etmistir (84).

Coktirme yontemi ile yapilan fraksiyonlandirmada kullanilan bir
diger maddede setil piridinyum klorir'dlr, (CPC). Setil pridinyum klorlr
asit polisakkaritlerle, dolayis1 ile heparinle suda ¢ozlinmeyen komp-
leks teskil eder. Ortamdaki elektrolit mevcudiyeti bu kompleksin cozin-
mesini saglar. Bu kompleks N magnezyum kloriir ¢Gzeltisinde ¢Gziinmez,
fakat 2.5 N magnezyum klorir ¢ozeltisinde tamamen ¢oziinlir. Heparin-CPC
kompleksi bu iki ncrmalite arasinda muhtelff normalitelerdeki magnezyum
kTlorir cbzé]ti]erinde cozundurulip fraksiyonlandirilir. Bu sekilde 1.0,
1.8, 2.0, 2.1 N ¢ozeltiler ilavesi ile 4 ayri fraksiyon elde edilmis-

tir (85).
1.1.3.4.2. INCE TABAKA KROMATOGRAFISI

Heparinin ince tabaka ile fraksiyonlandiriimasi 20x20 seliiloz
MN 300 plak kulTanilarak yapilmistir. Heparin (145 IU/mg) plaga tatbik
edilmis ve amonyak %25-piridin-su (60:35:5) sistemi sirikleyici solvan
olarak kullanmiImistir. Ninhidrin reaktifi ile 3 fraksiyon elde edilmis
bunlara tekabil eden bantlar kazinip alinarak su ile elie edilmis her
biri liyofilize edilerek kurutulmustur. Yapilan analizlerde Fraksiyon
1 ve 2'nin proteinik yapida oldugu, antikoagiilan ve 1ipolitik aktivi-
telerinin bulunmadigr Fraksiyon 3'ln ise heparine benzer yapida oldu-

gu saptanmistir (86).
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1.1.3.4.3. JEL KROMATOGRAF1SH

Heparinin agirliklari farkli molekiillerin bir karisimi olmasi,
jel fi]trasyonunUnda molekiil agirliklart farklil11§ina gdre ayirim ya-
pabilmesi, heparinin jel kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrilabile-
cedini dislindlrmistiir. Bu disiinceyle muhtelif adsorbanlar kullanilarak
fraksiyonlandirma yapilmistir.

Heparinin jel kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasinda en

cok 1,6-a—D—g1ikozido‘— glikoz polimeri olan dekstran'in modifiye edil-
mis sekli olan Sephadex kullaniimistir. Sephadexf1er fraksiyonlandira-
bildikleri molekul agirliklarina gore numara]and1r1]1r1ar:50, 75, 100,
200 gfbi (200'iun fraksiyonlandirabildigi molekil ag1r]1k]ar1 200 000
daltonun altinda olanlardir). |

Sephadex 200 kullanilarak yapilan bir calismada, domuz mukoza-
sindan elde edilen heparin 50 mg/ml olacak sekilde 45x2.5 cm kolona tat-
bik edilmis ve 9 k 0.172 M sodyum kloriir + T k %0.05 sodyum azid iceren
0.12 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) ile akis hacmi 11.55 mi/saat ola-
cak sekilde 5 er m1'1ik porsiyonlar halinde toplanmistir (87).

Baska bir calismada sepharoz-antitrombin III kompleksi kullanila-
rak aktif heparin (450 IU/mg) izole edilmis, daha sonra bu aktif hepa—_
rin.‘Sephadex G 200 sitununda fraksiyonlandirilarak 5 fraksiyon elde e-
dilmistir (88).

Bu calismanin tersi Sephadex G 100 situnu kullanilarak yapilmis,
heparin bu sutuna tatbik edilerek 5 fraksiyon elde edilmistir. Daha

sonra, élde edilen bu fraksiyonlar sepharoz—antitrombin I1I siitununa
uygulanmis ve kiliciik molekul1iu heparin]erin bilylik bir kisminin adsorbe
olmadan gectigi, molekil agirliklar: blyik olan fraksiyonlarin ise da-

ha fazla tutuldugu gorulmustir (89).



Sephadex G 100 ile yapilan bir diger calismada 3 g heparinin
10 m1 0.2 M sodyum klorirdeki ¢ozeltisi 90x5 cm 1ik kolona tatbik edil-
mis ve 0.2 M sodyum klorir ile elisyon hizi 60 ml/saat olacak sekilde
15'er m1 1ik porsiyonlar halinde eliie edilmistir. Neticede 10 fraksjyon
elde edilmistir. (90).

Sephadex G 200 ve Sephadex G 100 ile paralel yapilan calismada
elian olarak 70 uM, 0.7 mM, 7 mM, 70 mM ve 210 mM fosfat tamponu (pH
6.8) kullanilms, elde edilen neticelerden filtrasyonun eliilanin iyonik
kuvvetine baglr oldugu tesbit edilmistir (97).

Sephadex G 75 kullanilarak yapilan bir calismada ise elian ola-
rak 3:N ve 1.5 N sodyum klorir kullanilms ve 4 fraksiyon elde edilmis-
tir (92).

Sephadex G 50 medium grade kullanilan bir dider calismada ise
45x2.5 cm kolon kullaniimis ve distile su ile 36 ml/saat hizla eliie e-
dilmistir. Eluatlar 1'er m1 olarak tonlanmis ve her ellattan 50 ul ali-
nip 3 ml %0.0025 toluidin blue ¢Ozeltisi ile karistirilarak 500 nm de
transmittans1 Glciilerek W.H.0.'nun heparin ic¢in verdidi International
Standart ile karsilastiriImistir. Bu degerlendirme sonucu 4 fraksiyon
elde edilmistir (93).

Fraksiyonlandirmada kullanilan bir diger materyelde ECTEOLA'dir
(84 ,85,94). Heparin, Ringer ve Reichart yonteminin (95) modifiye edil-
mis sekli ile ECTEQOLA siitununa tatbik edildikten sonra eliian olarak
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.6 M sodyum kloriir kulTaniImistir. Elde edi-
len eliatlara devamli olarak, karbonhidratlar ic¢in spesifik olan orci-
nol testi uygulanmis ve bu testlerde sabit bir renge veya devamli ¢ok
dusiik degerlere ulasi1d1d1 zaman bir Ust molariteye gecilerek ellisyona

devam edilmistir. Ellsyon hizi dakikada 1.5 ml dir ve her fraksiyonda



20 ml eliuat toplanmistir. Daha sonra, elde edilen fraksiyonlarla sod-
yum klorir'in ayristirilmasi Sephadex G 25 kolonda yapilmistir (84).

ECTEQLA ile yapilan bir diger calismada 20x2 cm kolon kullanil-
m1s ve siutuna heparin tatbik edilmeden once siitun N sodyum hidroksit,

N hidroklorik asit, alkol, eter ,ve distile su ile iyice yikanmistir.
Eliisyon yine artan molaritede sodyum klorir ile yaprimistir (85).

Baska bir arastirmada Laurent ellan olarak 0.6, 1.4 ve 2 M sod-
yum klorir kullanarak ECTEOLA-seliiloz siitununda heparini fraksiyon-
1and1rm1st1r (94). Sodyum kloririin heparinden uzaklastirilmasi yine
Sephadex G 25 siitununda yapiimistir.

Johnson ve Mulloy'un heparinin fraksiyonlandirilmasinda kullan-
d1g1 bir baska materyelde agaroz/poliakrilamid (Ultrogel AcA 44) jeli-
dir ( 3). Heparinin fraksiyoniandirilmasi i¢in 109x2.8 cm kolon kulla-
nilmis ve elilan clarak %0.01 sodyum azid iceren 0.3 M sodyum klorir ¢o-
zeltisi ellisyon hi1z1 48 ml/saat olacak sekilde tatbik edilmistir. Frak-
siyon1at1n molekiil agirTiklarini tesbit etmek ignde 58x0.75 cm Ultrogel
AcA 44 situnu kullanilmis, ayn1 ellanla 4-6 ml/saat olacak sekilde elle

edilmistir.
1.1.4. FARMAKOLOJiSI

Heparinin kullanilisi onemli iki O0zelliginden dolayidir. Bunlar

antikoagulan ve lipolitik aktiviteleridir.

1.1.4.7. ANTIKOAGULAN AKTIVITESI

Koagiilasyon mekanizmasinin kademeleri Sekil'A da verilmistir

{96 )-
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INTRINSIK SISTEM
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Sekil A. Koagiilasyon mekanizmasi

Bu diagram kompleks bir serin.prdteaz, zimojenler, aktivatorier
inhibitorier ve kofaktorler adi1 seklindedir. Bir cok donusim ve yuk-
seltgeme islemleri bu diagbam1 diizenler. Heparin ve komponentlieri bu
proteaz agini cesitli bdlgelerde modiile ederek Faktor Xy Ve IIa nin
inhibisyonuna sebep olurlar. Xa ve IIa nin disinda heparinin Faktor
XII, Faktor XI ve Faktor IX aktivasyonunu etkiledigi, kallikrein'in
etkisini azaltti1§r tesbit edilmistir.

Yapilan calismalarda heparinin tek basina antikoaglilan etkisi-
nin az oldugu fakat antitrombin III g¢ibi bir endojen keaglilasyon enzi-
mi inhibitori ile kompleks halinde kullanildiginda Xa faktoriinii inhi-

be etme gliciinin ¢ok arttigr tesbit edilmistir. Bu, Sekil'B de sematik
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olarak gosterilmistir (95).

Antitrombin IIT ve heparin

Lizin kismza .
Heparin

Serin kismw Asid kismi

trombin

Faktor X
(Aktif)
Arginin kismi
Antitrombin III'ln aktivasyonu - Faktdr Xq‘nln inaktivasycnu
Heparin Heparin
AT
IIT
aktif
Faktor Faktor
Xa
aktif
Antitrombin III-Heparin kompleksi Antitrombin III—Heparin—Xa kompleksi

Sekil B. Heparin-Antitrombin III-Faktdr Xa etkilesmesi

Son zamanlarda heparinin endotelyel hiicre cidar]ar1ndan fibrino-
Titik prosesleri arttiran doku plasminogen aktivatorini a¢ida ¢ikardi-
g1 bulunmustur. Ayrica plazmada antitrombin III'ten baska heparin ko-
Faktor II adi verilen baska bir heparin ko-faktor'u olduguna ve bunun-
da antitrombin III'ten ayri1 olarak trombinin inhibisyonunda rol oynadi-

gina inanilmaktadir (96).
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1.1.4.2. LIPOLITIK AKTIVITESI

Heparin yemekten sonra goriilen hiperlipemi sonucu plazmada mey-
dana gelen bulaniki1g1 azaltir. Bu etkiye Tipemiyi berraklastirici et-
ki (lipemia clearing factor) denir. Heparin in vitro clarak plazmaya
ilave edilirse berraklastirma yapmaz. Fakat Tipemik plazma, heparin
enjekte edilmis bir hayvandan alinan plazmaya ilave edilirse berraklas-
ma gorulir. Gercekte berraklastirma trigliseridlerin hidrolizini ya-
pan ve heparin tarafindan serbest hale geg¢irilen bir Tipaz'a (lipopro-
tein lipaz) aittir.

Plazma trigliseridleri proteinler ile birlesik halde bulunur.
Enzim tarafindan tedricen ayrilan yad plazmada goriiliir. Muhtemelen yik-
sek molekiillu ve diisiik dansiteli g-Tipoproteinler alcak molekiil agir-
T1k11 ve yiiksek dansiteli a-Tipoproteinlere donlslr. Heparin, berrak-
lastiric1 faktori serbest hale gegirir. Heparinin burada etken enzim
ile substrat arasinda bir kopri roll oynadidi belirtilmistir. Bu etki
igin gerek]i heparin miktart cok dusliktir. Sicanlarda 1 mg/kg tavsan-
larda 2 mg/kg dan kiclktur. Yalniz, blylk dozda yiiksek aktivite goru-
llrsede artan miktar ile etki artisi orantil1 dedildir.

Yukarida belirtildigi gibi heparinin Tipolitik aktivitesi do-
layl1 olarak meydana gelir. Bu lipoprotein lipaz ad1 verilen bir enzi-
min desarji (97) yaninda ayrica dedisik enzimlerin plazmaya gectigi
bildirilmistir(98-103) Dider bir calismada heparinin alcak dozda en-
jeksiyonundan sonra heterojen ve kompleks enzimlerin lipolitik aktivi-
te gOsterdigdi bildirilmistir. Lipolitik aktivitede bjr veya bir ¢ok
enzimin rol oynadi1dtr kabul edilir. Buna gdre insan post heparin plaz-
mas1 lipolitik aktiviteye sahiptir ve ayn1 yagd asitlerinin mono ve tri

gliseridlerine kars1 degisik 6zellikler gdsterirler. Monogliserid 1i-
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polizi, ttig1iset1d lipolizinden 6 defa daha h1z11d1r, ayrica bu pro-
tamin sulfat veya N sodyum k]orUr inhibisyonuna daha az hassastir.
Hepérin1e kalp homojenati fraksiyon]ar1n1n in vitro sartlarda
enkiibasyonunda lipoprotein lipaz'in artti1g1 tesbit edilmistir(104). Bu-
nunla beraber plazmanin esterolitik aktivitesini Tipolitik aktiviteden
ayri o]arak disinmek gerekir. Lipolitik aktivite tayini hayvanlar lize-
rinde yap1lir. Bunun i¢in tavsan veya fareler kullanilir. Heparin en-
jeksiyonundan sonra sitrat tamponu iceren bir tiibe alinan kan santrifuje
edi]fr, plazma ayr1]1r. Plazma lzerine fosfat tamponu ve %1 konsantras-
yonunda substrat (bir yad emiilsiyonu) ilave edilir.ve hemen numune ali-
natak 1 saat 37°C de enkiibasyona b1rak111r. Tekrar numune alinir. Bu,
once ve sonra alinan numuné]erde serbest yad asitleri miktary tayin e-
di]ir. Bu serbest yag asit]erinin miktari, titrimetrik yontemlerle (108,

106), optik dansiteye dayanan ydntem]er]e(]07) ve kolorimetrik yontemler-

le. (108-111) tayin edilebilir.

1.1.5. STABILITESI

Heparin stabilitesine ait 1iteratUr1erde degisik kayitlar vardir.
Bun]ar asagida ozetlenmistir.

Heparin asit ve alkaliden etkilenir. Asit ortamda parcalanmasi
alkali ortama nazaran daha siiratlidir (112) Heparin asit ctzeltide 50C‘
de 18 ayda antikoagiilan aktivitesinin %50'sini kaybeder ( 4 ) Asit or-
tamda cok labil olan antikoagiilan aktivitesine nazaran Tipolitik akti-
vitesi daha az Tabildir. %40 asetik asit icerisinde 379C de 24 saatte
antikoagiilan aktivitesinin tamamini kaybeder. Buna karsilik lipolitik
aktivitesinde bir degisiklik olmaz.(113) |

Heparin sicakta dilie asit ¢ozeltisi ic¢inde aktivitesini kaybe-
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der (15,17,71 ). %2 1ik baryum asit tuzu ¢6zeltisi, %11 asetik asit
"icinde 68°C de 48 saatte aktivitesini tamamen kaybeder (71). Fakat in-
aktif maddenin, optik cévirmesi degdismez. Karakteristik olarak bu gu-
rup maddelerin toluidin mavisi ile verdigi rengi verir (50), sulu ¢6-
" zeltiden a$1r1 asetik asit ve etanol ile cbker; Bunlar, molekiilde bir
degisme olmadigini gosterir. Inaktivasyonla amino grubu serbest hale
gecer ve stlfat grubu az miktar'aza11r (S% 12.9—>11.8). Ayrica in-
aktivasyonla hepafindeki stilfamik kbprUsUnde bir dedisme tesbit edile-
memistir;

Heparin dilie nitrit asjdj jle pH 4 te inaktive olur (16).

Degisik bekletme temperatUrUnde mekanik olarak calkalanan hepa-
rinin stabjlitesi incelenmistir. 20°-40°C de haftada lig defa sekizer
saat calkalama makinasinda calkalanan heparinde fiziksel, kimyasal ve
bijyolojik bih degisme tesbit edilememistir(114).

Heparin cozeltisi 20°-100°C de 15-60 dakika 1s1tma veya 4°-40°C
de 40 ay bekletme esnasinda pek az kayba ugrar. Isitmada kayip %2,
20°C de 14 ay bekletmede %5, 29¢ de bekletmede ise %2 dir (115). Diger
taraftan aktivite kaybinin kiikirt miktarindaki degisiklige baglil oldu-
bgu kesin olarak belirtilememistir.

Heparinin Flavo Bacterium Heparinum etkisi ile parcalanmasindan
yapisinin tayininde istifade edilmistir (116).

Heparin preparati sodyum heparinin .%0.15 klorkrezol iceren pH
7-8 deki sudaki cozeltisi, saklama temperatiri 4°C, 18°c, 37°C de 3-15
y11 bekletilerek ayrica 100°C de su banyosunda ve 115°C otoklavda 151-
t1larak denenmistir. 49¢ de potens kayb1 2 siseden birinde %10.7 dige-
rinde %3.8 oldugu tesbit edilmistir. Buna mukabil diger iki siseden

birinde %7.4 digerinde %3.1 kadar artis gorilmistlir. Oda temperatirin-
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de (18°C) bekletilenlerden 4 tanesinde az bir aktivite artisi, 2 tane-
sinde ise biraz azalist, 37°C de bekletilenlerde ise 1 tanesinde tesir
kaybi, 1 tanesinde ise artisi gdrU]mUstUr. Boylece denenen 29 preparat-
tan 12 tanesinde belirli derecede dedisiklik tesbit edi]mistir. Bunun
7 tanesinde aktivite artisi 5 tanesinde ise azalmasi ifade edilmistir (117).

Heparinin yukarida belirtilen asit ve alkaliler disindaki farma-
sotik preparatlarin pH cercevesinde de (pH 5.5-8.5) belirli bir degisme-
ye ugramadigi belirtilmistir. pH 5'in altinda veya 8.5'un Ustiinde ise
aktivite kaybi belirlenmistir. Buna gtre heparinin 4OC de 15 sene da-
yaniklr oldugu bildirilmistir, oda derecesinde 7 yi11, 37°C de 6-8 y1l
dayanikl1 olabilecedi de belirtilmistir (117).

Heparin-dekstroz karisim (pH 3.5-6) otoklavda sterilize edilir-
se aktivite kaybinin %50 oldugu tesbit edilmistir (117). Buna gore deks-
troz ¢0zeltisi heparinle hazirianacak olursa enjeksiyon ic¢in kullanilima-
dan once steril c¢ozeltilerin karistiriimasi ile hazirlanmasi tavsiye
edilmektedir. Heparinin stabl ¢ozeltisi i¢in ortama %0.15 klorkrezol,

% 0.15 sodyum pirosulfit ilavesi tavsiye edilmistir. Burada 1 sene bek-
letmede aktivite kaybinin %7, azot akiminda calis11d1§1 takdirde % 3,
¢ senede ise %4 oldugu tesbit edilmistir (118)

Heparin cbze1t11eﬁinin renklenmesini sodyum hidrosU]fit, sodyum
metasulfit, sodyum bisilfit, sodyum sulfit 6n1er. Bunlarin ilavesi ise
aktivite lzerine bir etki yapmaz. Bu maddeler %0.05-0.1 konsantrasyonun-
da kullanitabilir (119). Renksiz heparin c¢ozeltisi ic¢cin oksidatif beyaz-
Jatma tavsiye edilmistir. Bunun igin hidrojen peroksit, alkali hipoklo-
ritler, ozon kullanilmasi ve bunun 0%-59¢ de pH 4-6 arasinda yapilmasi
halinde aktivite kaybinin yok denecek kadar az oldugu bildirilmistir.
Burada hidrojen peroksit ve sodyum hipobromid ic¢in pH'nin 6-8 ozon icin

ise pH'nin 7.5 olmas1 tavsiye edilmistir.(120).



2. DENEYSZL KISIM

2.A. KULLANILAN MADDELER

Hepar{n | Sigma grade I (178 IU/mg)
Heparin Roth (155 IU/mg)

Heparin Sigma grade II (167 1U/mg)
Heparin Novo lente (25.000 IU/m1)
Liquemine Roche (25.000 IU/5 m1)
Azur A Gurr

Rzur I Gurr

Azur IT | Sigma

Metilen mavisi Merck

Barbiton Merck

Kalsiyum klortr Merck

Sodyum klorir Merck

Sheep plasma for

heparin analyse Kraeber Co.

Sephadex G 15 Pharmacia

Sephadex G 50

Super fine Pharmacia

Heptest Haemachem, Inc.

2.B. KULLANILAN ALETLER

Spektrofotometre (IR) Shimadzu IR 435
Spektrofotometre (UV) Shimadzu UV 240 Graphicord
Spektrofotometre kaydedicisi Shimadzu Graphic Printet Rp—]b
Liyofilizator | Leybold Heraeus LYOVAC GT 2
Termostatlir karistirica Euromex, Ex-003

pH metre Consort P 114
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Kronometre Europa
Enjektor 0.025, 0.100, 0.250 ﬁ] Hamilton

Kromatografi kolonu (40 x 2.5 cm) (70 x 2.5 cm)

2.1. FRAKSIYONLANDIRMA DENEYLERI
2.1.1. HEPARIN SIGMA (GRADE I) UZERINDE CALISMALAR
2.1.1.1. SEPHADEX G 15 ILE FRAKSIYONLANDIRMA

Uzunlugu 40 x 2.5 cm olan kolona 55 g Sephadex G 15 distile su
ile sisirildikten sonra dolduruldu. Boylece 30 cm yliksek1iginde Sepha-
dex G 15 slitunu elde edildi. Dekstran Blue 2000 ile VO hacmi tayin e-
di1di ve 60 ml bulundu.

50 mg Heparin Sigma grade I 5ml distile suda ¢oziindurillp ko-
Tona tatbik- edjldi. Distile su ile hi1z1 40 ml/saat olacak sekilde eliie
edildi. Ellatlar 5'er ml olacak sekilde ayr1 tiiplere toplandi. UV spek-
trofotometresinde 200 nm (A max. heparin) de absorbanslari okundu ve
elde edilen absorbans degerlerinin eliiat miktarlarina karst grafigi

hazirtlandl.
2.1.1.2. SEPHADEX G 50 (SUPER FINE) ILE FRAKSIYONLANDIRMA

70 x 2.5 cm uzunlugundaki kolona 36 g Sephadex G 50 super fine
distile suda sisiri]erek dolduruldu ve 59 cm yiiksekliginde Sephadex
G 50 sUper‘fine sUtunu hazirlandir. Dekstran Blue 2000 ile VO tayin e-
dildi.ve 110 m1 bulundu.

100 mg heparin Sigma grade I,2 ml suda cszndUrU]erek kolona
tatbjk edildi. Distile su ile 40 ml/saat oTacak sekilde eliie edilérek
5'er m1 Tik eluatlar toplandi. Eliatlarin absorbanslari UV spektrofoto-

metresinde 200 nm de okundu ve bu dederlerin eliiat miktar]arlna karsi



grafigi haziriandi.

Elde edilen fraksiybn]ar 1iyofilize edildi ve daha sonra frak—
siyonlarin ve hareket maddesi heparin Sigma grade I'in 300-190 nm ara-
sinda UV spektrumlari ve 4000-400 cm"] aras1nda.da IR spektrumlari

alindr.

2.1.2. HEPARIN ROTH OZERINDE CALISMALAR

2.1.1.2. bolumiinde anTat11d1gd1 sekilde hazirlanan 59 cm 1ik Se-
phadex G 50 sUper fine slitununa heparin Roth 2 ml suda ¢Gziindiiriilerek
tatbik edildi. Distile su ile hi1zy 36 ml/saat olacak sekilde elie edi-
1erek, tiiplere 5'er ml eluatlar toplandi. Toplanan eluatlarin UV spek-
trofotometresinde heparin Roth'un a maksimumu.o1an 198 nm de absor-
bahslar1 okundu ve eliat miktarlarina kars1 grafigi hazirlandr.

Elde edilen fraksiyonlar liyofilize edildi ve daha sonra fraksi-
yonlarin ve hareket meddesi heparin Roth'un 300-19C nm arasinda UV
spektrumlari ve 4000-400 cm_] arasinda da IR spektrumlari alindi.

Diger heparinlerlé miktarlari yeterli olmadigt icin fraksiyon-

landirma calismalari yapilamamistir.

2.2. METAKROMATIK DENEYLER
2.2.1. KULLANILAN MADDELER

Metakromazi deneyleri, Azur A, Azur I, Azur II ve metilen mavi-
si boyalari kullanilarak heparin Sigma grade I (A), heparin Sigma Grade
I'in fraksiyonlari (A], A2, A3), heparin Roth (B), heparin‘Roth'un frak-
siyonlars (B], BZ’ 83), heparin Sigma grade II (C), Liquemine Roche (D),

ve heparin Novo lente (E) lizerinde yapiimistir.
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Heparin ve fraksiyon]at1n1n cozeltisi : 50 U/ml olarak hazirlandi.
(Heparin Sigma grade I ve fraksiyon1ar1 icin bu miktar 0.28 mg/ml,
heparin~Roth ve fraksiyonlari i¢in ise 0.322 mg/ml tartilarak hazin-
land1)

Boya ¢Ozeltisi : Azur A, Azur II ve metilen mavisinin 25 mg/100 ml ve
Azur I'in 100 mg/100 m1 stok cozeltileri kullanilacaklari zaman taze
olarak hazirlandi.

Tampon cbze]tisi.: 100 m1 barbiton tampon ¢dzeltisi (pH 8.61) taze
olarak hazirlandi. Barbiton tampon c¢dzeltisini hazirlamak icin 1.105 g
barbiton tarti1ldi, lizerine 10 m1 0.5 M sodyum hidroksit 10 ml disti-
le su ilave edildi, cOzlndirildukten sonra distile su ile 100 ml ye ta-

mamland1.

2.2.2. YONTEM

Deney tUp]erine heparin stok cbzeTti]etinden 0.30 U, 0.40 U,
0.50 U, 0.60 U, 0.70 U'e tekablil eden 6 ul, 8 ﬁ1, 10 w1, 12 ul, 14 ul
cbze1tf1er HamiTton enjektorlerle konuldu. Yine Hamilton enjektérler—
le bu miktar1ar distile su ile 100 1'ye tamamlandi. Daha sonra butun
tiplere 1 ml distile su ilave edildi ve Hamilton enjektorierle 50 ul
barbiton tampon ¢ozeltisi ve 50 ul boya ¢ozeltisi konarak total ¢ozel-
ti 1.2 ml olacak sekilde hazirlandi.

Bu arada boyalarin ve boya-heparin karisimlarinin UV spektro-
fotometresinde A maksimumlari 0l¢lildii. Hazirlanan 1.2 ml'lik cozelti-
lerin UV spektrofotometresinde kullanilan boya ¢ozeltisinin A maksi-
mumuna gbre absorbanslart okundu.

Bu metakromazi deneyleri 5 dedisik heparin ve elde edilen 6
fraksiyon ile 4 farkli boya kullanilarak yukarida belirtilen 5 kon-

santrasyonda yapi1ldi. Her bir islem 13 kez tekrariandi.



-35-

2.3. REKALSIFIKASYON DENEYLERI
2.3.1. KULLANILAN MADDELER

Rekalsifikasyon'deney]eri 5 adet heparin ¢ozeltisi (A, B, C, D,
E) ile yaprimistir. Deney]erde koyun plazmasi (Kraeber Co.), serum fiz-

yolojik ve M/40 kalsiyum k]orUr cozeltileri kullaniimistir.
2.3.2. YONTEM

Deney, icinde termostat11 1s1ticy ve kar1st1r1c1 bulunan su ban-
yosunda 37°C de yapildi. Deney tUp]ehine,]O U/ml olacak sekilde hazir-
Tanmis heparin stok cﬁze]ti]erinden 0.15 U, 0.20 U, 0.25 U, 0.30 U ve:
0.35 U'e tekablil eden 15 u1, 20 p1, 25 u1, 30 ul ve 35 ul cbzeltilen
konuldu. Uzerine 0.18 ml plazma ilave edildikten sonra serum fizyolojik
ile 1 ml'ye tamamlandi. Sonra bu ¢tzeltiler iizerine 0.2 ml M/40 kal-
siyum k]orUr ¢ozeltisi ilave edildi ve hemen krondmetre ile saniye 01-
clildu. Her 30 saniyede bir, ucu k1vr1k bakir bir tel ¢ozeltiye batiri-
T1p pihtilasmanin olusumu gozlendi ve i1k pihti tesekkiiliinde kronomet-

re durdurularak pihtilasma zamani olclldi.

2.4. ANTI i DENEYLERT

2.4.1. KULLANILAN MADDELER
Anti Xa deneyleri heparin Sigma grade I (A) ve l¢ fraksiyonu

(A AZ’ A3), heparin Roth (B) ve ¢ fraksiyvonu (B], BZ’ 83) lizerinde

'l’

yapildir. Deneylerde (A) 12.5 mg/ml. (A] 2)

(A3) 8.125 mg/ml, (B) 12.5 mg/mi, (B]) 1 mg/ml, (82) 2.25 mg/ml, (83)

) 1.25 ma/m1, (A,) 1.875 mg/ml,

'in 7.75 mg/ml stok cOzeltileri kullanildi.
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2.4.2. YONTEM

Heparin Sigma grade Ive heparin Roth'un distile su ile 1000
U/ml o1acak'seki]de stok cdze1t1]eri haz1r1and1. Bu stok ¢ozeltilerden
dillisyonla norma] insan plazmasindaki 0.015 U/ml, 0.031 U/ml, 0.062 U/ml
0.125 U/ml1, 0.250 U/ml, 0.500 U/ml ve T U/m1'lik c¢ozeltileri hazirlan-
di1. Bu cbze]ti]efin her birinden 0.1 ml alwnip 37°C de su banyosundaki
test tiuplerine konuldu. Her birine 0.1 ml faktor Xa ilave edilip anin-
da kronometreye bas11ld1 ve 120 saniye sonra 0.1 ml recalmix ilave edil-
di ve ikinci kronometreye bas11arak pihtilasma zamani tayin edildi. El-
de edilen deget1erdeh standart egri c¢izildi. Bu egriden faydalanilarak
ayn1 sekilde fraksiyon]ar1n pihtilasma zamanindan anti Xa aktiviteleri
tayin edildj. Bunun i¢in Fraksiyon 1 stok ¢ozeltisinden once 0.1 ml a-
T1n1p sebum fizyolojik ile 1 ml ye tamamlandi, sonra bundan 0.02 ml a-
11harak plazma ile 1T ml ye tamamland1 ve teste tabi tutuldu. Aym is-
1em]er Fbaksiyon 2. ye Fraksiyon 3f1er iginde yapildr. P1ht1]asma zaman-

Tart tayin edilerek Uniteye ge¢ildi. Her deney licer kere tekrar edildi.

'2.5. METAKROMATIK VE BIYQLOJIK YONTEMLER ARASINDAKD KORRELASYON

Metakromatik ve biyolojik ybntem1er]e yapilan deneylerde elde
edilen sonuclara gore ¢izilen edrilerin denk]em1eﬁi bulundu ve lnite
esitliginden giderek korrelasyonu saglandr.

Bu korrelasyon denk]em]eri,,metakromatik aktivite ile rekalsi-
fikasyon zamani, metakromatik aktijvite ile anti Xé zamani ve anti Xy

 zamani ile rekalsifikasyon zamani arasinda verildi.
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3. BULGULAR

Bu boliimde, fraksiyon]and1rma, metakromazi, rekalsifikasyon ve

anti Xa deneylerinin bulgulari verilmistir.

3.1. FRAKSIYONLANDIRMA DENEYLERININ BULGULARI
3.1.7. HEPARIN SIGMA (GRADE I) OZERINDEKI BULGULAR
3.1.1.7. SEPHADEX G 15 ILE FRAKSIYONLANDIRMA

Sephadex -G 15 siitununda yapilan fraksiyonlandirmada elde edilen

eluatlarin 200 nm'deki absorbanslari Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Heparin Sigma (Grade I) 'in Sephadex G 15 teki elliatlarinin
absorbanslara

V.ml  Abs.  .V.ml. Abs. V.ml Abs. V.m? . Abs.

50 0.058 75 0.104 100 0.025 125 0.010
55 0.060 80 0.055 105 0.020 130 0.007
60 0.055 85 0.042 110 0.020 135 0.010
65 0.450 90 0.036 115 0.018 140 0.007
70 0.570 95 0.029 120 0.012 145 0.003

Elde edilen absorbans degerlerinin eliiat miktarlarina kars1

grafigi Sekil 1'de’gdsterilmistir.

0,600 -
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Absorbans
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8
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0,300 -

Y

STV WO S S Y
0 50 55 6065 70 75 8

[ 1 b S Tt 1. 1 A T
0 85 90 95 0 VS NQ NS 120125 BO 135 10
volum

Sekil 1. Heparin Sigma grade I'in Sephadex G 15 ile yapilan fraksiyon-
landirma egrisi
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Grafikte g6rU]dUgU Uzere heparin fraksiyonlanmadan kolondan gec-

mistir.

3.1.1.2. SEPHADEX G 50 SUPER FINE ILE FRAKSIYONLANDIRMA

Sephadex G 50 super fine siitununda yapilan fraksiyonlandirmada

elde edilen eltatlarin 200 nm deki absorbanslari Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. Heparin Sigma (Grade 1)'in Sephadex G 50 super fine kolondaki
elidatlarinin absorbanslari

V ml  Abs. V ml Abs. V'ml  Abs. V ml  Abs. V ml  Abs
"5 0.121 70 0.165 135 0.283 200 0.601 265 1.288
10 0.150 75 0.189 140 0.301 205 0.643 270 1.318
15 0.106 80 0.174 145 0.275 210 0.598 275 L. 401
20 0.159 85 0.171 150 0.267 2X5 0.540 280 1.078
25 0.146 90 0.145 155 0.280 220 0.486 285 0.975
30 0.159 95 0.134 160 0.242 225 0.470 230 0.225
35 0.121 100 0.137 165 0.242 230 0.501 295 0.243
40 0.140 108 0.234 170 0.248 235 0.606 300 0.233
45 0.151 110 0.723 175 0.256 240 0.697 305 0.195
50 0.155 115 1.124 180 0.257 2u5 0.806 310 0.185
55 0.1y 120 0.940 185 0.294 250 0.993 315 0.150
60 0.181 125 0.471 130 0.414 255 1.176 320 0.140
65 0.154 130 0.322 195 0.538 260 1.257 325 0.132

Bu absorbans degerlerinin eliiat miktarlarina karsi grafigi Sekil

2'de gosterilmistir.

Grafikten goriilecedi lizere 100-160 m1, 170-220 ml ve 230-290

ml‘ler arasinda olmak Ulzere lic fraksiyon elde edilmistir.

Situna tatbik edilen heparin miktarina gore Fraksiyon 1 %10,

Fraksiyon 2 %15, Fraksiyon 3 ise %65 oraninda elde edilmistir.
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Sekil 2. Heparin Sigma grade 1'in Sephadex G 50 siliper fine

slitunundaki fraksiyonlandirma egrisi

Heparin Sigma grade I ve elde edilen 3 fraksiyonunun 2.1.1.2.

de belirtilen UV spektrumlari siras1 ile Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5 ve

Sekil 6'da veri]mistir.
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Heparin Sigma grade I ve elde edilen 3 fraksiyonﬂnun 2.1.1.2.
de belirtilen IR spektrumlary sirasiyla Sekil 7, Seki] 8, Sekil 9 ve

Sekil 10'da verilmistir.
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PN ] ) I )
48 M- X - |
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@, 60 i . G.0
Gaoa. g Eeeo.0 0. f 1596.9 1903.06 BOR. A 406,60
Sekil 7. Heparin Sigma grade I'in IR spektrumu
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sekil 8. Heparin Sigma grade I fraksiyon 1'in IR spektrumu
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‘3;1;2:IHEPARIN'ROTH‘UZERINDEKI BULGULAR
.Hepaﬁin’Roth'un Sephadex G 50 super fine siitunu ile fraksiyon-
]and1r11maélnda elde edjlen eluatlarin 198 nm deki absorbanslari Tab-

1o 3'de verilmistir.

Tablo 3. Heparin Roth'un Sephadex G 50 super fine sUtunundaki
. eliatlarinin absorbanslari

Vowl  Abs. VY ml  Abs. 'V ml Abs. Vml  Abs.
5 0.116 85 0.104 165 Q.210 245 0,719
10 0.085 90 0.096 170 0.214 250  0.869
15 0.081 95 0.063 175 0.218 255  0.960
20 0.088 100 0.047 180  0.229 260 1.019
25 0.077 105 0.041 185  0.238 265 1.062
30 0.090 110 0.148 190  0.350 270  1.086
35 0.061 115 0.255 195  0.441 275  1.094
40 0.059 120 0.239 200  0.5u4 280  1.027
45 0.072 125 0.218 208  0.543 285  0.389
50 0.066 130 0.210 210 0.516 290  0.134
55 0.055 135 0.203 215  0.484 295  0.100
60 0.056 140 0.197 220  0.469 300  0.103
65 0.055 145 0.204 226 - 0.485 305 0.082
70 0.074 150 0.206 230  0.495 310 0.061
75 0.074 155 0.202 285  0.556 315 0.052
80 0.090 160 0.197 240  0.570 320  0.039

Bu absorbans dederlerinin eliiat miktarlarina karsy grafigi Se-
kil 11'de gosterilmistir.
Grafikten gﬁrU]ecegi gibi 100-140 m1, 180-220 m1, 220-320 ml

ler arasinda olmak lizere ii¢ fraksiyon elde edilmistir.

Situna tatbik edilen heparin miktarina gore Fraksiyon 1 %8

Fraksiyon 2 %18 ve Fraksiyon 3 ise %62 oraninda elde edilmistir.
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Sekil 11. Heparin.Roth'un Sephadex G 50 siper fine stitunundaki
 fraksiyonlandirma egrisi

Heparin Roth ve elde edilen 3 fraksiyonunun 2.1.2. de belirtilen

UY spektrumlars 51rasT jle Sekil 12, Sekijl 13, Sekil. 14 ve Sekil 15'de

verilmistir.
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.He;pa'rin‘.Roth.Ve‘elde edilen 3 fraksiyonunun 2.1.2.de belirtilen

IR‘sbektfum]ar1 sirasiyla.$ekjl. 16, Sekil 17, Sekil 18 ye Sekil 19'da

verilmistir.
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Sekil 16. Heparin Roth'un IR spektrumu
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Sekil 17. Heparin Roth fraksiyon 1'in IR spektrumu
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Sekil 19. Heparin Roth fraksiyon 3'in IR spektrumu
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3.2. METAKROMAZI DENEYLERININ BULGULARI

Bolim 2.2.2. de anlatildidr lzere kullanilan boyalarin ve hepa-’
rin - boya ¢ozeltilerinin maksimum dalga boylarini gbsteren UV spek-
trum]ar1 Sekil 20, Sekil 21, Sekil 22 ve Sekil 23'te verilmistir.

Boya - heparin c¢ozeltileri kesik ¢izgi ile gosterilmistir.

Coot

M o 5 ! T
g g 8 g 8 g
Sekil 20. Azur A ve Azur A - Hepa- Sekil 21. Azur I ve Azur I - Hepa-

rinin UV spektrumu rinin UV spektrumu
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Sekil 22, Azur II . ve.Azur II - Hepa- Sekil 23. Metilen mavisil ve Metilen
rinin UV spektriumu mavisi - Heparinin UV

spek trumu
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Sekil 24'te gosterilmistir.
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Tablo 4'te verilen absorbans dederlerinin mukayeseli grafigi

lan metakromazi deneylerinin mukayeseli egrileri

A r2: 0.9999
A 2 0.9992
1 r = .
2

A 1"2: 0.9723

A=0.513 U - 0.0481

A=0,233 U + 0.0001

A=0.229 U+ 0.0137

A=0.384 U+ 0.0292

Sekil 24. Heparin Sigma grade I ve fraksiyonlarinin Azur A ile yapi-

Heparin Sigma grade I ve fraksiyonlarinin Azur I ile yap1]aﬁ

metakromazi deneylerinin absorbans dederleri Tablo 5'te verilmistir.
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Tablo 5. Heparin Sigma grade I ve lg¢ fraksiyonunun Azur I ile metakromazisi

U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70

Kod A Al A2 A3 A Al A2 A3 A Al A2 A3 A Al A2 A3 A Al A2 A3

0.078 0.035 0.055 0.082}0.096 0.047 0.069 0.108|0.115 0.062 0.086 0.132{0,135 0.078 0,101 0.157|0.155 0,094 0.116 0.189
0.079 0.033 0.053 0.084}0.095 0,045 0,071 ©.110|0.113 0.063 0.084 0.133]0.135 0.077 0.100 0.158(0.153 0.092 0.117 0,188
0.076 0.034 0,055 0.081|0.097 0,044 0,068 0.107 0.115 0.061 0.085 0.133|0.,138 0.077 0,100 0.159{0.156 0.093 0.114 0.190
0.078 0,032 0,054 0,083!0,095 0,045 0,070 0,109!0.117 0.063 0,087 0.131,0.136 0.080 0.099 0.160;0.154% 0.083 0.115 0.182

§ 0.080 0.034 0.054 0,083{0.098 0.046 0.070 0.109{0.116 0.063 0,085 0.134;0.133 0.080 0.102 0.158|0.156 0.093 0.115 0.188

g 0.079 0.032 0.056 0.081]0.095 0.043 0,068 0,108|0.114 0.061 0.084% 0.132]0.136 0.079 0.101 0,158[0.155 0.091 0.116 0.188

§ 0.078 0.033 0.053 0.08410.094 0,044 0,071 0.111{0.115 0.061 0.084 0.,134(0.137 0.077 0,100 0.161{0.158 0.094 0,118 0.189
0.076 0.032 0.054 0.082{0.097 0.046 0.069 0,109(0.,117 0.064 0,086 0.,131{0.134 0.078 0.102 0.159|0.155 0.092 0.116 0.191
0.078 0.034 0.053 0.082(0.095 0,046 0,070 0.108|0.113 0.061 0.085 0.133]0.134 0.078 0,100 0.159{0.153 0.094 0.114 0.187
0.080 0.033 0.054 0,084 [0.096 0.045 0.068 0,108|0.115 0.062 0.083 0.132]0.136 0.080 0.103 0.160{0,156 0.093 0,115 0.188

i 0.078 0.033 0.054 0,083!0.096 0.045 0.069 0.109{0.115 0.062 0.085 0,132|0.135 0.078 0.101 0.159{0.155 0.093 0.116 0,189

SEF{0.001 O 0.001 0.0011]0.001 0.001 0.001 0.0011}0.001 0.001 0.001 0.001(0.001 0,001 0.001 0,001)0.001 0.001 0.001 0.002

P o TN



Absorbang
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Tablo 5'te verilen absorbars dederlerinin mukayeseli grafigi

Sekil 25'te gosteriimistir.

0300 -
0200 - A
A
A
0100 - %/L/O/D/Q Ay
o
b
I ], I ] 1 I !
0 010 020 030 0,40 050 060 070

Unite
Sekil 25. Heparin Sigma grade I ve fraksiyonlarinin Azur I ile yapalan
metakromazi deneylerinin mukayeseli egrileri

A % - 0.9997 A=0.193 U + 0,0193
Al 0= 0.9987 A=0.153 U - 0.0143
A, ©° = 0.9999 A=0.1555 U+ 0.00735
A, = 0.9990 A=0.262 U + 0.0035

Heparin Sigma grade I ve fraksiyonlarinin Azur II ile yapilan

metakromazi deneylerinin absorbans dederleri Tablo 6'da veri]mistir.



Azur II ile metakromazisi

Tablo 6. Heparin Sigma grade I ve l¢ fraksiyonunun
U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
Kod A Al A2 A3 .A Al A2 A3 A Al A2 A3 A Al A2 A3 A Al A2 A3
0,075 0.052 0.063 0.125{0.103 0.075 0.082 0.182(0.127 0.103 0.111 0.228{0.150 0.122 0.135 0.269{0.182 0,153 0.163 0.292
0.076 0.051 0.064 0,126(0.10Q 0.077 0.082 0.181y0.129 0.105 0.112 0.229]0.151 0.123 0.136 0.268|0.183 0.154 0.161 0.291
0.077 0.051 0.Q65 0.123|0.101 0.072 0.083 0.180(0.127 0.100 0.112 0.232/0.151 0.120 0,132 0.269(0.183 0.153 0.162 0.29?2
0,079 0,049 0,061 0.12410,102 0,078 0,084 0,183{0.123 0.100 0,113 0.227!0.152 0,122 0,137 0,26810,182 0,154 0.162 0.288

9]

% 0.078 0.050 0.061 0.1270.103 0.076 0.081 0.1800.130 0.101 0.114 0.230(0.151 0,120 0.135 0.266{0,.,182 0.151 0.161 0.290

a) . :

8 0.075 0.050 0.063 0.125(0.102 0,075 0,085 0,184(0,129 0.102 0,110 0,231(0,150 0,124 0,134 0,270(0.179 0.152 0.160 0.291

2] .

ﬁ 0.076 0.052 0.062 0.123(0.103 0.073 0,083 0.181(0.128 0.100 0,112 0.,232(0.151 0.121 0.136 0.269{0.180 0.150 0.163 0.290
0.074 0,049 0.126 0.103(0.103 0.077 0.081 0,180{0.124 0.10% 0.114 0.229}0.152 0.122 0.135 0.267(0.184 0.154 0.160 0.289
0.076 0.051 0,061 0.,123|0.,100 0,073 0.084% 0.1820,130 0,102 0.111 0.227|0,150 0.121 0.137 0,270{0.183 0,151 0.162 0.292
0.075 0.050 0.064 0,127 (0.102 0.075 0.082 0.179(0.129 0,101 0.113 0.231|0.151 0.124 0,135 0.,268|0,183 0.152 0.161 0.289

X [0.076 0.050 0.063 0.125(0.102 0.075 0,083 0.181)0.128 0.102 0.112 0.230(0.151 0.122 0,135 0.,2680.182 0.152 0.161 0.290

SEF {0.001 0.001 0.001 0.002(0.001 0.002 0.001 0.002/0.002 0.002 0.001 0.002/0,001 0.001 0.001 0,001|0.001 0.001 0.001 0.001
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Tablo 6'da verilen absorbans degerlerinin mukayeseli grafigi
Sekil 26'da verilmistir.

A3
. ‘0,300[- o
o]
. 0,200t A
c Az
g Ay
5 d////
n
L
<
0,100
1 ! ol 1 ! ! !
0 010 0,20 030 0,40 050 060 0,70
Unite
Sekil 26. Heparin Sigma grade I ve

metakromazi deneylerinin

A r2 = 0.9990 A=0
2

Al r- = 0.9986 A=0

A2 r2 = 0.9987 A=0C
2

A3 r = 0.9871 A=0

fraksiyonlarinin Azur II ile yapilan
mukayeseli egrileri

.261 U - 0.0027
.251 U - 0.0253
.249 U - 0.0136
.417 U 4+ 0.0103

Heparin Sigma grade I ve fraksiyonlarinin metilen mavisi ile

yapilan metakromazi deneylerinin absorbans dederleri Tablo 7'de veril-

mistir.



Tablo 7. Heparin Sigma grade I ve

lc¢ fraksiyonunun metilen mavisi ile metakromazisi

U 0.30 0.40 0.50 0.60° 0.70
Kod | A A A, Ay A A A, Ayl A A, Ay Ay A Al Ay Ay A A By Ay
10.108 0.060 0.068 0.107|0.137 0.082 0.087 0.145[0.197 0,103 0,111 0.198[0.242 0.123 0,134 0.255|0.29% 0.151 0,156 0.305
0.113 0.058 0.066 0.1090.147 0.077 0.090 0.148|0.203 0,105 0,113 0.203|0.242 0.125 0.132 0.257(0.289 0,148 0,154 0.306
0.095 0.063 0.064 0.106 (0.142 0.079 0.092 0,147(0,206 0.099 0.109 0.205(0.2u4 0,127 0,135 0.2590.287 0.153 0.157 0,308
, 10,105 0,057 0.067 0.108/0.140 0.078 0.088 0.149/0:215 0.101 0,112 0.201]0.242 0,125 0,136 0.255/0.285 0,155 0,155 0.305
5 10.100 0.061 0.066 0.1050.151 0,082 0.090 0.146|0.198 0,104 0.112 0.203 [0.237 0,121 0,132 0.258|0.295 0.149 0.155 0.307

g

©0.113 0.060 0.068 0.107 [0.141 0.083 0.090 0.147{0.197 0.100 0,114 0.202[0.245 0,126 0,133 0.255|0,293 0.152 0.153 0.308
< |0.100 0.063 0.065 0.107(0.139 0.080 0.093 0.150[0.206 0.103 0.109 0.200|0.242 0.127 0,133 0.257|0.281 0.148 0.158 0.306
0.102 0.060 0.067 0.109 [0.148 0.081 0.088 0.148|0,186 0.101 0,113 0.2030.250 0.123 0.136 0.260 0,280 0.150 0.156 0.305
0.102 0.059 0.064 0.105 |0.147 0.078 0.091 0.147|0.193 0.101 0,112 0.201|0.241 0,124 0.131 0.257|0.286 0.151 0,157 0.307
0.104 0.058 0,067 0.106 |0.145 0.079 0.087 0.148(0.192 0.105 0.113 0.202 |0.239 0,126 0,133 0,258 [0.284 0,149 0,155 0,305
% |0.104 0.060 0.066 0.107 |0.144 0.080 0.090 0.147[0.199 0,102 0.112 0.202|0.242 0.125 0,133 0.257 |0.287 0,151 0.156 0.306
SE3[0.006 0.002 0.001 0.001|0.005 0,002 0.002 0.001 [0.008 0.002 0,002 0.002 |0.004 0.002 0,002 0.002 |0.005 0,002 0.002 0.001




Tablo 7'de verilen absorbans degerlerinin mukayeseli grafigi

Sekil 27'de verilmistir.

.A3
A
0300 [~
%2}
[
2
@ 0200
Fal
< yy3
=
0J00
L ! ! | ! ! I
0 0,10 0,20 030 040 050 0,60 070
Unite

Sekil 27. Heparin Sigma grade I ve li¢ fraksiydnunun metilen mavisi
ile yapilan metakromazi deneylerinin mukayeseli egrileri

A - v =z 0,9990 A= 0.464 U - 0.0368
Al r2: 0.9988 A= 0.227 U - 0.0099
A2 r2 = 0.9998 A - 0.2235 U - 0.00025
A3 r2 = 0.9987 A = 0.5075 U - 0.04985

Heparin Roth ve fraksiyon]ar1n1n Azur A ile yapilan metakro-
mazi deneylerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 8'de veril-

mistir.



Tablo 8. Heparin Roth ve {i¢ fraksiyonunun Azur A ile metakromazisi
U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
Kod B Bl B2 B3 B Bl B2 B3 B B] B2 B3 B B1 B2 B3 B Bl B2 B3
0.103 0.072 0.084 0.112(0.145 0.096 0.103 0.157!0.193 0.123 0.130 0.20570.235 0.149 0.153 0.251|0.264 0.178 0.185 0.281
0.104 0.074 0.086 0.114{0.147 0.099 0.105 0.155(0.191 0.125 0.128 0.208}0.233 0.151 0.155 0.249{0.263 0.176 0.183 0.279
0.101 0.072 0.083 0.111}0.144 0.097 0.104 0.159]0.191 0.124% 0.127 0.206}0.234 0.150 0.155 0.25210.264 0.177 0.183 0.282
0.102 0.072 0.085 0.121|0.145 0.098 0.107 0.157!0.194 0.126 0.129 0.206{0.231 0.150 0.157 0.252(0.262 0.177 0.184 0.280
% 0.103 0.073 0.085 0.113|0.144 0.096 0.106 0.157(0.192 0.123 0.127 0.204{0.235 0,150 0,154 0.254{0.261 0,175 0.182 0.280
ﬂ 0.102 0.071 0.087 0.114{0.,147 0.096 0.104 0.155(0.190 0.123 0.127 0.204(0.232 0.152 0.157 0.253{0.264 0,178 0.185 0.278
o
E 0.105 0,073 0.086 0.112|0.145 0.098 0.104 0.156{0.182 0.125 0.130 0.20740.232 0.149 0.153 0.25110.262 0.177 0,183 0.282
<
0.104 0.073 0.083 0.11210.146 0.099 0.105 0.158]0.191 0.125 0.129 0.205]0.234 0.152 0,155 0.,254{0.264 0,179 0.183-0.281
0.102 0.072 0.085 0.110{0.148 0.097 0.107 0.158}0.193 0.124 0.127 0.205]0.231 0.151 0.155 0.2521]0.7261 0,176 0.181 0.281
0.102 0.071 0.084 0,113(0.145 0,097 0.103 0.155{0.190 0.122 0.128 0.20410.233 0.151 0.156 0.252]0.263 0,175 0.184 0,280
i 0.103 0.072 0.085 0.112|0.146 0.097 0.105 0.157 0.192 0.124 0.128 0.205]0,233 0.150 0.155 0.252(0.263 0.177 0.183 0.280
SEi 0.001 0,001 0.001 0.001 O;OOl 0.001 0.001 0.00110.001 0.001 0.001 0.001]/0.001 0.001 0.001 0.001]0.001 0.001 0.001 0.001

_C -



Absorbans:

Tablo 8'de verilen

‘Sekil 28'de verilmistir.
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absorbans degerlerinin mukayeseli grafigi

0,300
¢ B
0200 + By
By

0,00~

{ | ] 1 1 l- ]
0 0,10 0,20 0,30 040 0,50 0,60 070

' Unite

Sekil 28. Heparin Roth ve lg¢ fraksiyonunun Azur A ile yapilan metakro-
mazi deneylerinin mukayeseli egrileri

B r2 = 0.9973
2

Bl r- = 00,9999
2

B2 r- = 0.9975
2

B3 r = 0.8862

A

A

1

i

0.407 U

0.263 U

0.246 U

0.431 U

!

4

0.0161
0.0075
0.0082

0.0143

Heparin Roth ve fraksiyonlarinin Azur I ile yapilan metakroma-

zi deneylerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 9'da veriimis-

tir.



Tablo 9. Heparin Roth ve {¢ fraksiyonunun Azur I ile metakromazisi
U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
B
Kod BB By, By B B B 3] BBy By Byl B By By By B B, By By
0.076 0,024 0.025 0.077{0,096 0,039 0.040 0.104{0.110 0.048 0.055 0,125/0.125 0.067 0.069 0.148{0.143 0.080 0.085 0.169
0,077 0.022 0.028 0.07910.094 0.035 0,042 0.102)0.111 0.050 0.056 0.123;0.128 0.063 0.067 0,146)0.144 0,082 0.087 0.170
0.079 0.021 0.026 0,080(/0.094 0.038 0.041 0.101}0.112 0.051 0.054 0.12110.126 0.063 0,067 0.14710_144 0,083 0,083 0,170
0.076 0,023 0.027 0.077{0,096 0,036 0,042 0.10270.113 0.050 0.053 0.121{0.127 0.065 0.071 0.145|0.141 0.081 0.083 0.168

" ,

g 0.078 0.022 0.028 0.079]0.095 0.036 0.039 0.102{0.110 0.052 0.056 0.121]0.126 0.064 0.069 0.145(0.143 0.081 0.085 0.171

3 :

g 0.077 0,022 0,028 0,078!0.093 0.037 0.042 0.100{0,110 0.049 0,052 0.125{0.124 0.067 0.069 0.147(0.14%5 0.084 0.086 0.169

4]

ﬁ 0.077 0.024 0,027 0.081,0.095 0.037 0,040 0,103]0.111 0,052 0.054 0.123|0.127 0.065 0.067 0.148|0.144 0,082 0.084 0.172
0.079 0 021 0.025 0.080|0.095 0.038 0.040 0.102|0.109 0.052 0.055 0.122;0.125 0.064 0.071 0.146|0.142 0,082 0.083 0.168
0.076 0.023 0.028 0.077{0.094 0.037 0.042 0.104{0.112 0.050 0.053 0.122|0.126 0.063 0.070 0,144 j0.145 0.083 0.087 0.168
0.076 0.023 0.027 0.078{0.093 0.037 0.039 0.101{0.110 0,050 0.054 0.125(0.,124 0.065 0,068 0,14540,143 0.083 0.084 0.171

i 0.077 0.022 0.027 0.079{0.094 0.037 0.041 0.102(0.111 0.050 0.054 0.123[0.126 0.065 0.069 0.1460.143 0.082 0.085 0.170
SEF | 0.001 0.00I 0,001 0.001|0.001 0,001 0.001 0.001{0.001 0.001 0,001 0.002{0.001 0.001 0.002 0.001{0.001 0.001 0.002 0.001

Y Y o



Absorbans

Tablo 9'da vebilen

Sekil 29'da verilmistir.
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absorbans degerlerinin mukayeseli grafigi

0,300 [
0,200

B3

B

0100 [~ B2

= &

| { I 1 | ! I
0 0,10 0,20 0.30 040 0,50 0,60 070
Unite

Sekil 29. Heparin Roth ve li¢ fraksiyonunun Azur I ile yapilan metakro-
mazi deneylerinin mukayeseli edrileri

B r2 = 0.9997
B r2 = 0.9988
1 = 0.
2
B2 r- = 0.9992
2
B3 r~ = 0.9997

A=

=
{

=
8

=
"

0.1635 U + 0.02855
0.147 U - 0.0222
0.144% U - 0.0168

0.226 U + 0.011

Heparin Roth ve fraksiyonlarinin Azur IT ile yapilan metakro—

mazi deneylerinde elde edilen absorbans

mistir.

degerleri Tablo 10'da veril-



Tablo 10. Heparin Roth ve li¢g fraksiyonunun Azur II ile metakromazisi
U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
B B B B B B B
Kod 15 3 1 o B3| B By By By B By B, By | B B, B, By
0.092 0.053 0.057 0.110(0.125 0,078 0.089 0.155{0.152 0.109 0.118 0.197|0.185 0.138 0.148 0.234|0,211 0.169 0.178 0.272
0.093 0.051 0.058 0.115/0.128 0.080 0.091 0.155|0.153 0.112 0.121 0.196|0.179 0.140 0.152 0.230}0.212 0.173 0.180 0.274
0.095 0.04% ©.058 0.113{0.129 0.082 0.090 0.154;0.151 0.110 0 120 0.195(0.181 0.141 0.14S 0.232)0.212 0.173 0.182 0.275
0.099 0.050 0.057 0.113}0.126 0.081 0.088 0.156{0.152 0.110 0.120 0.193}0.183 0.141 0.149 0.23510,209 0.170 0,182 0,275
% 0.096 0.052 0.060 0.114(0.125 0.082 0.092 0.151(0.155 0.109 0.119 0.192|0.187 0.142 0,152 0.233.0.210 0,172 0.180 0.273
% 0.097 0.049 £.058 0.114[0.124 0.082 0.090 0.153/0.155 0.111 0.119 0.195{0.184 0.140 0.150 0.2310.209 0.172 0.178 0.273
é 0.094 0.052 0.060 0.111|0.127 0.079 0,090 0.153|0.153 0.112 0.122 0.193|0.181 0.140 0.150 0.2330.211 0.169 0.181 0,275
P 0.095 0.050 0.059 0.110{0.126 0,078 0,088 0.155/0.154 0.111 0.120 0.193{0,183 0.138 0.150 0.235(0.212 0.171 0.181 0,272
' 0.100 0.050:0.060 0.112]0.127 0,081 0,088 0.152{0.151 0.113 0.122 0.194|0.183 0.139 0.151 0.233(0.213 0.171 0.179 0.27%
0.097 0.049 0.059 0.113{0.125 0.081 0.091 0,151|0.152 0.11% 0.118 0,194(0.182 0,141 0,151 0.232(0.210 0.17F 0.179 0.271
i 0.096 0.050 0.059 0.112/0.126 0.080 0.090 0.153(0.153 0.111 0.120 0.194{0.183 0.140 0.150 0.233(0.211 0.171 0.180 0,273
sp%|0.002 0.001 0.001 0.002|0.001 0,002 0.001 0.002(0.001 0.002 0.001 0.002 0.002 0.001 0.001 0.002(0.001 0.001 0.001 0.002

Y o o 20t
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TabTo 10'da verilen absorbans dederlerinin mukayeseli grafigi

Sekil 30'da verilmistir.

By
(2]
C
§ 8
o
5 0200 B,
B
0700 -~
P
1 i { 1 1 1 ]
0 010 020 0,30 0,40 0,50 060 070
Unite

de verilmistir.

Sekil 30. Heparin Roth ve li¢ fraksiydnunun Azur II ile yapilan meta-

kromazi deneylerinin mukayeseli egrileri

0.9998 A= 0,287 U + 0.0103
0.9999 A= 0.301 U - 0.04
0.9998 A =0.302 U - 0.0312

0.9999 A

{1

0.4005 U - 0.00705

Heparin Roth ve fraksiyonlarinin metilen mavisi ile ile yap1-

lan metakromazi deneylerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 11°



Tablo 11. Heparin Roth ve {¢ fraksiyonunun metilen mavisi ile metakromazisi
U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
¢ B B B B B B B B B
Kod 1 2 3 1 2 3l B By By B3| B By By By B B By By
Q.099 0.061 0,100 0,12010.135 0.086 0.123 0.168/0.169 0.109 0.151 0.221{0.208 0.133 0.176 0.261}0.244 0,158 0.200 0.324
0.100 0.063 0,098 0.124{0.136 0.084 0.126 0.172{0.170 0.112 0.151 0.225(0.208 0.135 0.179 0.265|0.245 0.160 0.203 0.328
0.102 0.059 0.099 0.122|0.135 0.087 0.124 0.17%}0.170 0.110 0.155 0.224]0.207 0.131 0.180 0.262{0.241 0.157 0.201 0.322
0 0.100 0.063 0.102 0,119(0.135 0.084 0.124 0,171)0.171 0.110 0.153 0.222/0.210 0,132 0,177 0.264|0.244 0,157 0.201 0.325
=
E 0.100 0.061 0.098 0.123|0.136 0.084 0.126 O0.174/0.172 0,112 0.154 0.225(/0.209 0.134 0.181 0.26270.245 0.161 0.204 0,321
<
8 0.099 0.061 0.101 0.123{0.133 0.087 0.122 0.169(0.171 0.109 0.153 0.223(0.208 0.131 0,177 0.265{0.246 0.160 0.199 0.327
ﬁ 0.100 0.064 0,103 0.121]0.134 0.083 0.121 0.1%0{0.170 0.1Y1 0.150 0.221;0.209 0.133 0.179 0.261|0+243 0.157 0.203 0.326
0.099 0.062 0.099 0.125/0.132 0.083 0.121 0.173}0.172 0.113 0.153 0.224{0.211 0.133 0.179 0.261|0.244 0.159 0Q.204 0.324
0.100 0.062 0,098 0.,121/0.133 0.086 0.125 0.17040.171 0.108 0.155 0.221/0.210 0.135 0.181 0.264(0.243 0.159 0.199 0.322
0.09% 0.064 0.098 0.,124/0.133 0.086 0.125 0.171y0.173 0,111 0.155 0.224|0.206 0.131 0,178 0.260(0.244 0,157 0.200 0,325
X 0.100 0.062 0.100 0.122}0.134 0.085 0.124 0.171)0.171 0.110 0.153 0.223/0.209 0.133 0.179 0.262(0.244 0.158 0.201 0.324
SE¥| 0.001 0.002 0.002 0.002;0.001 0.001 0.002 0.002(0.001 0.002 0.002 0.002|0.001L 0.002 0.002 0.002(0.001 0.001 0.002 0.002

N Y = Y
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Tablo 11'de verilen absorbtans dederlerinin mukayeseli grafigi

Sekil 31'de verilmistir.

B3
0,300 -
' B
)
3 0200 |- B2
VIR
)
<
0,300 [
| | 1 { | i !
0 0,10 0,20 0,30 040 0,50 0,60 Q,?O
Unite

Sekil 31. Heparin Roth ve iig fraksiyonunun metilen mavisi ile yapilan
metakromazi deneylerinin mukayeseli egrileri

B r = 0.9998 A= 0.363 U - 0.0088
Bl r’2 = 0.9998 A= 0.241 'U - 0.0108
B2 I‘Q = 0.9990 A= 0.257 U+ 0.0229
83 r2 = 0.9983 : A = 0.4955 U - 0.02725

Heparin Sigma grade II'nin azur A ile yapilan metakromazi de-

neylerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 12'de verilmistir.
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Tablo 12. Heparin Sigma grade II'nin Azur A ile metakromazisi

U | 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.100 0.119 0.1u47 0.179 0.199
0.102 0.122 03152 0.172 0.202
0.102 0.123 0.150 0.178 0.203
0.099 0.127 0.151 0.173 0.201

2 | 0.105 0.125 0.154 0.175 0.20k

§ 0.100 0.122 0.150 0.177 0.205

§ 0.099 0.122 0.152 0.177 0.200

“ 1 0.099 0.124 0.153 0.175 0.205
0.104 0.125 0.151 0.175 0.201
0.099 0.126 0.151 0.174 0.200

X | 0.101 0.124 0.151 0.176 0.202

SEF| 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 12'de verilen absorbans dederlerinin grafigi Sekil 32'de

verilmistir.

0300
2 0200 -
o
£
[
[o]
("3
L0
<

0,100 —

[ | 1 I ] 1 1
0 010 0 20 0,30 040 050 0,60 070

’

Unite

sekil 32. Heparin.Sigma grade II'rin Azur A ile

ConTelT e apilan me i
deneyinin egrisi yep metakromazi

2
r = 0.98997 A= 0.254 U+ 0.0238



Abtsorbans

=64~

Heparin Sigma grade II'nin Azur I ile yapilan metakromazi de-

ney]erinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 13'de verilmistir.

Tablo 13. Heparin Sigma grade II'nin Azur I ile metakromazisi

U| 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.076 0.088 0.099 0.110 0.120
0.077 0.087 0.100 0.113 0.118
0.074 0.090 0.101 0.109 0.119

| 0.075 0.086 0.100 0.109 0.119

&l 0.077 0.087 0.097 0.111 0.122°

§ 0.076 0.087 0.098 0.110 0.121

2] 0.076 0.089 0.099 0.109 0.120°
0.074 0.090 0.098 0.108 0.121
0.077 0.087 0.101 0.110 0.118
0.076 0.088 0.100 0.111 0.121

% | 0.076 0.088 0.099 0.110 0.120
sex| 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 13'te verilen absorbans dederlerinin grafigi Sekil 33'te

gosterilmistir.

0300}
OgOO—
0100} _,_4L———*"’”"""'ﬂﬂfﬂ."”—*—”.
J—
| | 1 1 | 1 1
0 010 0,20 030 040 050 0,60 070

Unite
Sekil 33. Heparin Sigma grade II'nin Azur I ile yapilan metakromazi
deneyinin egrisi

r2 = 0.9995 A= 0.11 U+ 0.0436
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Heparin Sigma grade II'nin Azur II ile yapilan metakromazi de-

neylerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 14'de verilmistir.

Tablo 14, Heparin Sigma grade II'nin

Azur II ile metakromazisi

U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.073 0.100 0.125 0.147 0.170
0.072 0.099 0.124 0.149 0.171
0.073 0.100 0.125 0.151 0.175
2 0.072 0.101 0.125 0.150 0.175
@
e 0.071 0.102 0.12u4 0.153 0.173
(0]
2 0.072 0.101 0.125 0.152 0.172
4 v
0.070 0.100 0.127 0.154 0.173
0.074 0.102 0.123 0.149 0.175
0.071. 0.098 0.126 0.151 0.174
0.072 0.100 0.125 0.152 0.173
X 0.072 0.100 0.125 0.151 0.173
SEF! 0.001 0.001 0.001 0.002 0.002
Tablo 14'de verilen absorbans degerlerinin grafigi Sekil 34'de
verilmistir.
0300 -
0,200 -
0,00 -
1 | 1 | 1 | [
0 0.10 020 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70
Unite

Sekil 34. Heparin Sigma grade II'nin Azur II ile yapilan metakromazi

r2: 0.

deneyinin egrisi

9992

A= 0.253 U - 0.0023



Absorbans
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Heparin Sigma grade II'nin metilen mavisi ile yapilan metakroma-

zi deneylerinde elde edilen absorbans dederleri Tablo 15'de verilmistir.

Tablo 15. Heparin Sigma grade II'nin metilen mavisi ile metakromazisi

U |0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.090 0.133 0.175 0.213 0.253
0.091 0.134 0.176 0.212 0.254
0.092 0.135 0.176 0.213 0.256

L1 o0.001 0.133 0.175 0.213 0.257
§ 0.092 0.134 0.174 0.214 0.254
§ 0.093 0.133 0.173 0.217 0.255
21 0.093 0.132 0.174 0.216 0.256
0.091 0.134 0.176 0.214 0.255
0.093 0.135 0.175 0.214 0.258
0.090 0.135 0.176 0.215 0.257

X | 0.092 0.134 0.175 0.214 0.255
sEz| 0.001 0.001 0.001 0.0015 0.0015

Tablo 15'de verilen absorbans dederlerinin grafigi Sekil 35'de

gosterilmistir.

0,300
0,200}
0,100 ./////
1 ! 1 ! 1 1 !
0 010 0,20 0.30 0.40 0,50 050 070

Unite
Sekil 35, Heparin Sigma grade II'nin metilen mavisi ile yapilan metak
kromazi deneyinin egrisi

r2= 0.9989 A= 0.406 U - 0.029
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Liquemine Roche'un Azur A ile yapilan metakromazi deneylerinde
elde edilen absorbans degerleri Teblo 16'da verilmistir.

Tablo 16. Liquemine Roche'un Azur A ile metakromazisi

Ul o.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.093 0.130 0.157 0.184 0.214
0.100 0.128 0.157 0.189 0.214
0.103 0.127 0.158 0.188 0.216

, | 0.101 0.129 0.161 0.183 0.217

§ 0.101 0.126 0.160 0.186 0.215

§ 0.100 0.129 0.156 0.188 0.21l4

21 0.102 0.125 0.157 0.186 0.216
0.105 0.128 0.157 0.188 0.220
0.103 0.129 0.158 0.185 0.215
0.104 0.129 0.165 0.185 0.213

X | o0.101 0.128 0.159 0.186 0.215

sgz| 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 16'da vérilen absorbans dederlerinin grafigi Sekil 36'da
gosterilmistir.

0300 -
0,200
0.100F «—
1 ] I 1 | ! L

0 0,10 020 030 0,40 050 060 070

‘ Unite

Sekil 36. Liquemine Roche'un Azur A ile yapilan metakromazi deneyihin
egrisi

r2 = 0.9998 A= 0.286 U + 0.0148
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Liquemine Roche'un Azur I ile yapilan metakromazi deneylerinde

elde edilen absorbans degerleri Tablo 17'de verilmistir.

Tablo 17. Liquemine Roche'un Azur I ile metakromazisi

Ul 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.0u8 0.075 0.097 0.125 0.151
0.050 0.073 0.099 0.122 0.149
0.051 0.074 0.100 0.123 0.150

o | 0.049 0.074 0.099 0.121 0.151
=]
&10.050 0.076 0.098 0.124 0.1u8
<
210.052 0.073 0.100 0.122 0.1u8
O
<1 0.049 0.075 0.097 0.123 0.152
0.049 0.073 0.099 0.123 0.150
0.048 S 0.074 0.101 0.121 0.1u49
0.051 0.073 0.100 0.125 0.149
% | 0.050 0.074 0.099 0.123 0.150
SEX| 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 17'de verilen absorbans dederlerinin grafigi Sekil 37'de

gosterilmistir.

0,300}
0,200 |-
0,00
—
! 1 | ; ! s L
0 0,10 0,20 0,30 040 0,%0 060 0,70

Unite

Sekil 37. Liquemine Roche'un Azur I ile yapilan metakromazi deneyinin
efrisi

P2: 0.9997 A= 0.249 U - 0.0253
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Liquemine Roche‘un Azur II ile yapilan metakromazi deneylerinde

elde edilen absorbans degerleri Tablo 18'de verilmistir.

Tablo 18. Liquemine Roche'un Azur II ile metakromazisi

ulo0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.062 0.103 0.145 0.186 0.226
0.06U 0.105 0.144 0.185 0.224
0.063 0.103 0.145 0.185 0.225
0.067 0.105 0.143 0.186 0.223

93]

E 0.067 0.102 0.142 0.184 0.222

& 10.063 0.105 0.14b 0.186 0.226

[42]

2 10.087 0.105 0.144 0.185 0.225
0.066 0.104 0.1k 0.184 0.223
0.066 0.104 0.1u3 0.183 0.226
0.064 0.105 0.145 0.186 0.225

X | 0.065 0.104 0.144 0.185 0.225

SEf| 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 18'de veri]en absorbans degerlerinin grafigi Sekil 38'de

gosterilmistir.

0300
00200}
o
Fal
5
w
£0
=<
0100 b
! ! L ! ! ! 1
0 0,10 0,20 0,30 040 050 Q60 070
Unite

Sekil 38. Liquemine Roche'un Azur II ile yapilan metakromazi deneyihin
egrisi

2
r

0.9999 A= 0.401 U - 0.0559



-70-

Liquemine Roche'un metilen mavisi ile yapilan metakromazi de-

: ney]ebinde elde edilen absorbans dederleri-Tablo 19'da verilmistir.

metakromazisi

Tablo 19. Liquemine Roche'un metilen mavisi ile
U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.099 0.137 0.177 0.222 0.258
0.100 0.136 0.179 0.225 0.259
0.104 0.137 0.180 0.223 0.258
w | 0.100 0.136 0.179 0.224 0.263
=
510.098 0.137 0.180 0.218 0.259
a :
91 0.101 0.138 0.178 0.225 0.262
ra
< | 0.102 0.139 0.177 0.224 0.263
0.102 0.136 0.179 0.222 0.262
0.103 0.140 0.180 0.223 0.261
0.105 0.138 0.177 0.223 _0.261
X | 0.101 0.137 0.179 0.223 0.261
SEf| 0.002 0.001 0.001 0.002 0.002

gosterilmistir.

Tablo 19'da verilen absorbans

degerlerinin grafigi Sekil 39'da

0,300 -
n 0200+
c
g
0
3
Fa)
< .
0100 [
! | ! 1 ! !
0 0,10 020 030 040 050 060 070
Unite
Sekil 39. Liquemine Roche'un metilen mavisi ile yapilan metakromazi de-

2
r

neyinin egrisi

= 0.9994

A= 0.406

U - 0.0228
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Heparin Novo lente'nin Azur A ile yapilan metakromazi deneyle-

rinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 20'de verilmistir.

Tablo 20. Heparin Novo lente'nin Azur A ile metakromazisi

u |0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.099 0.124 0.152 0.177 0.206
0.104 0.125 0.155 0.178 0.205
0.100 0.128 0.152 0.178 0.204

w | 0.102 0.127 0.153 0.177 0.208
=
% 0.103 0.127 0.151 0.174 0.206
9 10.1086 0.123 0.151 0.180 0.201
ra
< 10.104 0.129 0.153 0.175 0.205
0.101 0.126 0.153 0.174 0.202
0.102 0.127 0.153 0.179 0.207
0.105 0.128 0.154 0.178 0.204
% 10.103 0.126 0.153 0.177 0.205
SEZ| 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 20'de verilen absorbans degerlerinin grafigi Sekil 40'da
gosterilmistir.

0300
0200 -
0100 - o
i { 1 L 1 1 1
0 010 0.20 0,30 040 0,50 0,60 0,70
Unite

Sekil -40. Heparin Noyo lente'nin Azur A ile yapilan metakpomazi dene-
Cyinin egrisi

I’2 = 0.9995 A= 0.255 U+0,0253
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Heparin Novo lente'nin Azur I ile yapilan metakromazi deneyle-

rinde elde edilen absorbans degerieri Tablo 21'de veﬁilmistir.

Tablo 21. Heparin Nowo lente'nin Azur I ile metakromazisi

u l0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.083 0.104 0.121 0.139 0.155
0.085 0.105 0.123 0.141 0.156
0.084 0.107 0.12u 0.1u0 0.156
0.086 0.103 0.125 0.1u40 0.157

73]

g 10.083 0.105 0.122 0.1u42 0.153

Q

& 10.085 0.105 0.122 0.138 0.157

(%3]

2 10.085 0.103 0.123 0.139 0.154
0.087 0.106 0.125 0.1u42 0.153
0.085 0.106 0.123 0.1u1 0.156
0.084 0.104 0.12u 0.140 0.155

X 10.085 0.105 0.123 0.140 0.155

SEF|0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Tablo 21'de verilen absorbans deger1erinin grafigi Sekil 41'de

gosterilmistir.
0,300 [
02001
00 -
0100 -
1 1 I' I I l.
0 0,0 030 040 0,50 060 070
Unite

Sekil 41. Heparin Nowo
yinin egrisi

r2= 0.9985

lente'nin Azur I ile yapilan metakromazi dene-

= 0.175 U + 0.0341



Absorbans

Heparin Novo lente'nin Azur II ile yapilan metakromazi deney-

Jerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 22'de verilmisktir.

Tablo 22. Heparin Novo lente'nin Azur II ile metakromazisi

U 10.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.064 0.095 0.131 0.157 0.185
0.063 0.09u 0.130 0.158 0.186
0.061 0.096 0.128 0.160 0.185
0.065 0.097 0.129 0.161 0.186
£ 10.062 0.096 0.127 0.159 0.183
g |0.062 0.095 0.126 0.162 0.189
§ 0.063 0.094 0.130 0.156 0.187
0.065 0.097 0.129 0.158 0.185
0.061 0.095 0.126 0.156 0.187
0.063 0.093 0.126 0.156 0.186
% l0.063 0.095 0.128 0.158 0.186
E3(0.0015 0.001 0.002 0.002 0.0015
Tablo 22'de verilen absorbans dederlerinin grafigi Sekil 42'de
gosterilmistir.
0300 [~
0200}
0]00
1 I 1 | L \ 0
0 010 020 030 040 050 060 070
Unite

Sekil 42. Heparin
neyinin egrisi

2
r

= 0.9994

Novo lente'nin Azur II ile yapilan metakromazi de-

A=

0.309 U - 0.0285
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Heparin Novo lente'nin metilen mavisi ile yapilan metakromazi

deneylerinde elde edilen absorbans degerleri Tablo 23'te verilmistir.

Tablo 23. Heparin Novo lente'nin metilen mavisi ile metakromazisi
[U 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
0.102 0.143 0.183 0.217 0.255
0.104 0.142 0.179 0.218 0.255
0.103 0.139 0.181 0.214 0.256
» 10.102 0.140 0.180 0.215 0.256
o]
E 0.103 0.141 0.177 0.215 0.257
g
o l0.103 0.1u42 0.178 0.218 0.258
< 0.101 0.140 0.1793 0.219 0.256
0.103 0.139 0.182 0.218 0.254
0.101 0.14Y4 0.180 0.215 0.256
0.104 0.140 0.180 0.214 0.254
X 10.108 0.1u41 0.180 0.216 0.256
SEx(0.001 0.002 0.002 0.002 0.001

Tablo 23'te verilen absorbans degerlerinin grafigi Sekil 43'te

gosterilmistir.

0300 -
. 0200
I
o
2
o
@
2 '////
0100 -
1 1 1 { I 1 1
0 010 020 030 040 050 060 070
Unite

Sekil 43. Heparin Novo lente'nin metilen mavisi ile yapilan metakromazi
deneyinin egrisi

2 _
T

0.9999 A 0.381 U -~ 0.0113
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3.3. REKALSIFIKASYON DENEYLERININ BULGULARI

Bolum 2.3.2. de belirtilen rekalsifikasyon deneylerinde hepa-
rin Sigma.grade I ile elde edilen pihtilasma zamanlari Tablo'24 de ve-
rilmistir.

Tablo 24. Heparin Sigma grade I'in rekalsifikasyon zamanlari

U ]0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
180 210 270 360 420
180 210 300 360 450
150 L0 300 390 420
180 240 270 390 450

01180 240 300 330 u20

=180 210 300 360 420

& 1150 240 300 360 450
180 270 330 360 u20
180 240 300 360 390
210 240 300 360 420

X (177 237 297 363 426

SE310.09 0.09 0.09 0.09 0.10

Tablo 24'de verilen rekalsifikasyon zamanlarinin grafigi Se-

kil 44'de gosterilmistir.
420+
360Ff
300

2401
180

120+

- ! 1 { { 1 I

0 010 0,20 030 040 0,50 060 070

. . . . - . - Unile
Sekil 44. Heparin Sigma grade I'in rekalsifikasyon zamani egrisi

r2: 0.9998 Re = 1248 U - 12



-76-

Heparin Roth ile elde edilen rekalsifikasyon zamanlar: Tablo

25'de veri]mistir.

Tablo 25. Heparin Roth'un rekalsifikasyon zamanlar:

u lo.1s 0.20 0.25 0.30 0.35
240 270 270 360 420
240 270 300 360 420
210 240 270 330 3390
240 270 300 360 420

o [240 240 300 330 330

S

'% 240 270 300 360 420

@ 210 240 300 360 390
180 240 330 390 120
210 240 300 360 420
210 240 300 ‘ 360 150

% (222 252 297 357 By

SEX[0.10 0.08 0.09 0.09 0.10

Tablo 25'de verilen rekalsifikasyon zamanlarinin grafigi Se-
kil 45'de gosterilmistir.
420

360 r‘

300

Saniye

120

60T

| | I 1 i I L

0 0,10 020 0,30 0,40 © 050 050 070
Unite
Sekil 45. Heparin Roth'un rekalsifikasyon zamani egrisi

PQ = 0.9922 Re = 978 U+ 63.9
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Hepatin Sigma grade II ile elde edilen rekalsifikasyon zaman-

Tari TabTo 26'da verilmistir.

Tablo 26. Heparin Sigma grade II'nin rekalsifikasyon zamanlara

U 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
210 240 300 360 450
180 240 300 360 450
180 240 300 360 420
180 240 300 330 420

» |180 210 300 360 420

-r;? 180 240 300 360 420

18}

v [180 240 270 360 450
180 240 300 360 390
180 240 300 360 420
180 240 300 360 420

X |183 237 297 357 426

SE¥|0.05 0.05 0.05 0.05 0.10

Tablo 26'da verilen rekalsifikasyon zamanlarinin grafigi Sekil
46'da gosterilmistir.
420 F

360

300

240

180

120

60

| 1 I L 1 ! L

0 0,10 0,20 030 040 050 060 070
- - . . - . U ni re
Sekil u46. Heparin Sigma grade II'nin rekalsifikasyon zamani egrisi

PQ: 0.9990 Re= 1212 U - 3
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Liquemine Roche ile elde edilen rekalsifikasyon zamanlar

Tablo 27'de veri]mistir.

Tablo 27. Liquemin Roche'un rekalsifikasyon zamanlari

U (0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
210 270 300 330 390
180 270 330 360 420
210 240 330 360 390
210 270 300 330 420
180 270 330 360 420

2 210 240 300 360 420

o

g 210 270 300 330 420

)

180 240 300 360 420
180 240 300 390 450
180 240 300 360 420
% 1195 255 309 354 417
Sp7(0.08 0.08 0.08 0.10 0.09

Tablo 27'de verilen reka]sifikasyon zaman]ar1n1n grafigi Sekil

&7'de gosterilmistir.
420}
360
300 -

260

Saniye
[e 2}
o
- T

120

60F

L 1 1 | 1 1 1

0 010 020 0,30 040 0,50 0.60 070
Unite

Sekil 47. Liquemine Roche'un rekalsifikasyon zamani egrisi

I‘Q: 0.9987 Re = 1086 U + 34.5
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Heparin Novo lente ile elde edilen rekalsifikasyon zamanlari

Tablo 28'de verilmistir.

Tablo 28. Heparin Novo lente'nin rekalsifikasyon zamanlari

U |0.15 0.20 0.25 0.30 0.35
180 270 300 330 390
210 210 270 360 420
210 240 300 360 420

o 1210 240 300 360 420

=

= 1210 270 300 330 390

©

91180 240 300 360 3390
210 270 300 330 420
210 270 300 390 450
180 210 300 360 420
180 240 300 360 450

X 198 219 297 354 417

SE{0.08 0.10 0.05 0.10 0.1o

Tablo 28'de verilen rekalsifikasyon zaman1ar1n1n grafigi Sekil
48'de gosterilmistir.
4201 y

360 |
300}

240+

Saniye

180

120

1 i 1 J | 1 L

0 0,10 020 030 0,40 050 060 070
Unite

Sekil u48. Heparin Novo lente'nin rekalsifikasyon zamani egrisi

1‘2 = 0.9384 Re = 1086 U + 31.5
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3.4. ANTI Xy DENEYLERININ BULGULARI

Heparin Sigma grade I ile yapilan anti Xa deneylerinde elde edi-

len degerler Tablo 29'da verilmistir.

Tablo 29. Heparin Sigma grade I'in anti Xa zamanlari

Pihtilasma
U/ml zamani (saniye)
Kontrol 19.9. .
0.015 30.9
0.031 uy ., 7
0.062 58.4
0.125 81.3
0.250 135.9
0.500 245.0
1.000 ueL 4
(Bu degerler 3 deneyin ortalamalaridir)

Tablo 29'da verilen anti Xa zamanlarinin grafigi Sekil 49'da
gosterilmistir.

500 |-

400 -

300 |-

Santye
o
S
o

~ 100

I | J L ] L 1 I 1 1
o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
, Unite
Sekil 49. Heparin Sigma grade I'in anti Xa zamani egrisi

r2: 0.9998 Xa: 435.64 U + 28.1
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Heparin. Sigma grade I'in li¢ fraksiyonunun bu standart egri ala-
nina girecek sekilde seyreltilmis c¢Gzeltilerinin yapilan test sonucun-

da elde.edilen anti Xa aktiviteleri Tablo 30'da verilmistir.

Tablo 30. Heparin Sigma grade I'in lg¢ fraksivonunun anti Xa aktivitesi

Pih.zamani Stok Stok
(saniye) U/ml ‘seyreltmesi lnitesi
Fraksiyon 1 49.0 0.047 1/500 23.50
Fraksiyon 2 152.6 0.285 1/500 142.50
Fraksiyon 3 269.0 0.552 1/500 276.00
Total 422.9 0.898 1/500 Ly9,00

Heparin Roth ile yapilan anti Xa deneylerinde elde edilen de-

gerler Tablo 31'de verilmistir.

Tablo 31. Heparin Roth'un anti Xa zamanlari

Pihtilasma
‘U/ml zamani (saniye)
Kontrol 17.0
0.015 30.7
0.031 41.1
0.062 50.0
0.125 71.0
0.250 117.6
0.500 185.0

Tablo 31'de verilen anti Xa zamanlarinin grafigi Sekil 50'de

gésterilmistir.



"~ 400

. 300

Sane

200

100

01 02 03

Sekil 50. Heparin Roth'un anti Xa zamani egrisi

2

04

r = 0.9990 Xa = 335.96 U + 29.17

06

07
Unite

Heparin Roth'un l¢ fraksiyonunun bu standart edri alanina gire-

cek sekilde seyreltilmis ¢Gzeltilerinin yapilan test sonucunda elde

edilen anti Xa aktiviteleri Tabloc 32'de verilmistir.

Tablo 32. Heparin Roth'un lg¢ fraksiyonunun anti Xa aktivitesi

Pah.zamani

(saniye)
Fraksiyon 1 40.0
Fraksiyon 2 61.6
Fraksiyon 3 35.1
Total 41.6

U/ml
0.032

0.096
0.0226

0.037

Stok Stok
seyreltmesi unitesi
1/500 16.00
1/1000 96.00
1/10000 226.00
1/10000 370.00
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. METAKROMATIK VE BIYOLOJIK METODLAR ARASINDAKI KORRELASYON

-._.1; METAKROMATIK AKTIVITE SONUCLARI.ILE REKALSIFIKASYON ZAMANI

w

SONUCLART ARASINDAKI KORRZLASYON

1.1, AZUR A ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUCLARINA
GURE KORRELASYON

.1.1.7. Heparin Sigma grade I

A= 0.513 U - 0.0491 Re = 1248 U - 12
0.513 Re - 55.114 1248 A+ 55.114
A= Re =
"1248 0.513

.1.1.2. Heparin Roth

A = 0.407 U - 0.0161 Re = 978 U+ 63.9
0.407 Re - 41.74 .y 978 A+ 41,74
A = Re =
978 0.407

.1.1.3. Heparin Sigma grade II

A= 0.254 U+ 0.2238 Re = 1212 U - 3
_ 0.254 Ret+ 29.6 . 1212 A - 29.6
A= Re =
1212 0.254

.1.7.4. Liquemine Roche

A= 0.286 U + 0.0148 Re = 1086 U+ 34.5
0.286 Re + 6.255 _ 1086 A - 6.255
A= Re =
1086 0.286

.1.1.5. Heparin Novo lente
A= 0.255 U + 0.0253 Re = 1086 U+ 31.5

0.255 Re + 19.44 1086 A - 19.44
1086 0.255
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3.5.1.2. AZUR T iLE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUGLARINA GOURE
KORRELASYON

3.5.1.2.1. Heparin Sigma grade I

A= 0.183 U + 0.0193 Re = 1248 U - 12
_ 0.193 Re + 26.27 1248 A - 26,27
A= Re =
1248 0.193

3.5.1.2.2. Heparin Roth

A= 0.1635 U + 0.0285 Re = 978 U 4+ 63.9
_ 0.1635 Re+ 278.09 978 A - 278.08
A= Re=
378 0.1635

3.5.1.2.3. Heparin Sigma grade II

A= 0.11 U+ 0.0436 Rez 1212 U - 3
_ 0.11 Re+ 53.17 1212 A - 53.17
A= Re =
1212 0.11
3.5.1.2.4. Liquemine Roche
A= 0,249 U - 0.0253 Re = 1086 U 4+ 34.5
0.249 Re - 36.06 _ 1086 A+ 36.06
A= Re =
1086 0.249

3.5.1.2.5. Heparin Novo Tente

A= 0.175 U+ 0.0341 Re 1086 U+ 31.5

0.175 Re+ 31.52 Re 1086 A - 31.52

1086 0.175

A<

u
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3.5.1.3. AZUR II ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUCLARINA GURE
KORRELASYON

3.5.1.3.1. Heparin Sigma grade I

A= 0.261 U - 00,0027 Re= 1248 U - 12
. 0.261 Re - 0.238 1248 A + 0.238
A= Re =
1248 0.261

3.5.1.3.2. Heparin Roth

A= 0.287 U 4+ 0.0103 Re= 978 U + 63.9
. - . + .

A - 0.287 Re - 8.26 Re = 978 A + 8.26
978 0.287

3.5.1.3.3. Heparin Sigma grade II

A= 0.253 U - 0.0023 Re= 1212 U - 3
_ 0.253 Re - 2.02 1212 A+ 2.02
A= Re =
1212 0.253

3.5.1.3.4. Liquemine Roche

A= 0.401 U - 0.056 Re

= 1086 U + 34.5
_ 0.401 Re - 74.64 _ 10856 A + T7u4.6h4
A= Re =
1086 0.401

3.5.1.3.5. Heparin Novo lente

o
1

0.309 U -~ 0.0285 Re= 1086 U+ 31.5

0.309 Re - 40.68 1086 A+ 40.68
1086 0.308




3.5.1.4. METILEN MAVISI ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUGLA-

RINA GURE KORRELASYON

3.5.1.4.1.

A =

Heparin Sigma grade I
0.464 U - 0.0368

0.464 Re - 40.36

1248

Heparin Roth
0.363 U - 0.01

0.363 Re - 32.97

978

Heparin Sigma grade II
0.406 U - 0.029

0.406 Re -.33.82

1212

Liquemine Roche
0.406 U - 0.0228

0.406 Re - 38.76

1086

Heparin Novo lente
0.381 U -~ 0.0113

0.381 Re - 24.27

1086

-86-

Re = 1248 U - 12

fe-

Re

Re

Re

Re

Re

Re

Re

Re =

i

1

1248 A + 40.36

0.464

878 U + 63.9

978 A + 32.97

0.363

1212 U - 3

1212 A + 33.92

0.406

1086 U + 34.5

1086 A + 38.76

0.406

1086 U + 31.5

1086 A + 24.27

0.381
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3.5.2. METAKROMATIK AKTIVITE SONUCLARI ILE ANT X. ZAMANI SONUGLARI
ARASINDAKI KORRELASYON a

3,5.2.1. AZUR A ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUCLARINA GURE
KORRELASYON

3.5.2.1.1. Heparin Sigma grade I

A= 0.513 U - 0.0491 X, = 435,64 U + 28.1
0.513 X_ - 35.8 _ u435.64 A + 35.8
A _. a X =
435,64 . a 0.513
3.5.2.1.2. Heparin Roth
A= 0.407 U - 0.0161 X = 835.96 U+ 29.17
oo 0.807 X - 17.27 X 335.96 A + 17.27
335.96 0.407

3.5.2.2. AZUR I ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUCLARINA GURE
KORRELASYON

3.5.2.2.1. Heparin Sigma grade I

A=z 0.193 U+ 0.0193 X = 435.64 U+ 28.1
po 0-193 X+ 2.98 o _435.64 A - 2.98
L35 .64 a 0.193
3.5.2.2.2. Heparin Roth
A= 0.1635 U + 0.0285 X = 335.96 U+ 29.17
0.1635 X_+ 4.81 335.96 A - 4.81
A= a X =

335.96 0.1635
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3.5.2.3. AZUR II ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUCLARINA GURE
KORRELASYON ~ ~ ,

3.5.2.3.1. Heparin Sigma grade I
A= 0.261 U - 0.0027 X = 435.64 U + 28.1

0.261 Xa - 8.5 435.64 A + 8.5

A=

435 .64 a 0.261
3.5.2.3.2. Heparin Roth
A = 0.287 U+ 0.0103 X = 335.96 U+ 29717
- L +
A 0:287 X - 4.9 x - _335.96 AF 4.9
335.96 | a 0.287

3.5.2.4. METILEN MAVISI ILE YAPILAN METAKROMAZI DENEYLERININ SONUCLA-
RINA GOURE KQRRELASYON

3.5.2.4.1. Heparin Sigma grade 1

A - 0.464 U - 0.0368 X 435.64 U 4+ 28.1

ao 008 X 29.06 X, =_835.64 A+ 29.06

435.64 046k

3.5.2.4.2. Heparin Roth

i
il

0.363 U - 0.01 X 335.86 U + 29.17

0.363_Xa—vl3.95 X_ -_335.96 A + 13.95
335.96 0.363
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3.5.3. ANTH X ZAMANI SONUCLARI ILE REKALSIFIKASYON ZAMANI SONUCLARI
ARASINDAKI KORRELASYON

3.5.3.1. Reparin Sigma grade I

X
a

a

- u435.64 U + 28.1

435.64 Re + 39096.5

1248

3.5.3.2. Heparin Roth

X
a

a

335.96 U+ 29.17

335.96. Re + 7060.38

978

Re =

Re=

1248 U - 12

1248 Xa - 39096.5

Re =

Re =

435.64

978 U + 63.9

978 Xa - 7060.38

335.96
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TARTISMA VE SONUC

Hepabin daha evvelki calismalarda degisik ybntem]er]e fraksiyo-
ne edilmistir. Laurent, setil piridinyum kloriir ile 4 fraksiyon elde
etmistir (85). Liberti ve Stivala, etanolle 8, dioksanla 6 fraksiyon
ayrrmistir (83). Glven ve ark., sellliloz MN 300 ile preparatif ince
tabaka kromatografisi yontemi ile 3‘fraksiyon ayirmis ve bunlardan
yalmz birinin metakromatik reaksiyon gdsterdigini tesbit etmistir (86).
Danielsson ve Bjork, Sephadex G 100 ile 5 fraksiyon elde etmistir (89).
Laubent ve ark., ayn1 sutundan 10 fraksiyon ay1rm1$t1r (90). Radoff
ve Danishefsky, Sepharoz Uzerinden gecirdigi heparinden Sephadex G 200

ile 5 fraksiyon elde etmistir (88). Aym siitunda Hall ve Ricketts,
farkh heparin]erden birinden 4, digerinden 2 fraksiyon ayirmistir.(87).
Cifonelli, Sephadex G 75 ile 4 fraksiyon elde etmistir (92). Lasker ve
Stivala, ECTEOLA ile 6 fraksiyon ay1rm1st1r.(84). Laurent, ayni1 situn-
dan 4 fraksiyon elde etmistir (94).

Biz ise, bu calismada Sephadex G 50 super fine ile fraksiyonla-
may1 yaptik. Sephadex G 50 medium grade ile Graham ve Pomeroy 93 ) 4
fraksiyon elde etmesine karsilik biz 3 fraksiyon elde ettik. Denemele-
rimizde farklr menseli heparin (Roth, Sigma grade I) kullandik. Graham
ve Pometoy ise degisik 5.000 IU/m1 1ik injeksiyonluk heparin ¢ozelti-
lerini kullanmistir. Heparinin menseine gore farkli fraksiyonlar ver-
digi bi11nmektedir. Yukarida belirtilen iki calisma arasindaki farkin
bundan ileri geldigini dusuniyonruz.

Elde edilen fraksiyonlarin her birinin anti Xa aktivitesi yo-

niinden incelendiginde :
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A) Heparin Sigma grade I
Heparin Sigma grade I Fraksiyon 1
Heparin Sigma grade I Fraksiyon 2

Heparin Sigma grade I Fraksiyon 3

B) Heparin Roth
Heparin Roth Fraksiyon 1
Heparin Roth Fraksiyon 2

Heparin Roth Fraksiyon 3

anti Xaakt. Tot.gore
U/mi "% akt.

449 .00 109.99
23.50 5.23
142.50 31.73
276.00 61.46
370.00 100.00
16.00 4.32
96.00 25.94

226 .00 61.08

oldugu tesbit edilmistir. Bu aktivite degerlerinden anlasilabilecegi

gibi heparinin menseine gore anti Xa aktiviteleri arasinda da farkli-

T1klar vardir.

Metakromatik aktiviteye ait deney sonuc¢lari:
- U/mg

A) Heparin Sigma grade I
Heparin Sigma grade I Fraksiyon 1
Heparin Sigma grade I Fraksiyon 2

Heparin Sigma grade I Fraksiyon 3

B) Heparin Roth
Heparin Roth Fraksiyon 1
Heparin Roth Fraksiyon 2

Heparin Roth Fraksiyon 3

sek]indedir.

178
107
123
201

155
108
118
166

Tot.gGre
% akt.
100.00
60.10
69.10

112.90

100.30
69.60
76.10

107.10

Bu durumda zay1f metakromazi gdsteren Fr.1 ve Fr.2'lerin anti Xa

aktivitelerininde disik oldugu, kuvvetli metakromazi ggsteren Fraksiyon

3'Un anti Xa aktivitesininde c¢ok yiiksek oldugdu goriilmiistir. Boylece he-
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parinin fraksiyonlari arasinda, metakromatik aktivite ile anti Xa ak-
tivitesi yoniinden dogru.orant1]1 bir baginti oldugu saptanmistir.

Hepaﬁinin aktivitesinin tayin metodiari ara$1ndaki korrelasyon-
lar tzerinde vapilan calismalarda biyolojik metod ile metakromatik ta-
yin ahas1ndaki korre]asyon icin genel aniamda lehinde(62,121) ve aley-
hinde (4,58,122-129) gorisler vardir. 1Tk defa metakromatik tayin jle rekal-
sifikasyon veya trombin zaman aras1ndaki korre]asyoh Glven ve ark. |

tarafindan verilmistir (79).

Biz, bu calismamizda ise bundan ayr1 olarak metakromatik ve an-
ti Xa metodlari jle tayin arasindaki korrelasyonu saptadik. Buna ila-

yeten anti Xa ve rekalsifikasyon zamani arasindaki korrelasyonu da or-

taya koyduk.

Boylece metakﬁomatik ve biyolojik metodlar aras1ndaki‘korﬁe1as-
yon ile biyolojik metodlarin kendi aralarindaki korrelasyon ortaya
kondu. Bu sekjlde herhangj bir heparine ait bir tayin metodunu kulla-
narak diger bir tayin metoduna gecis denklemleri verildi. Bunun, pra-
tikteki Gneminin biiylik oldugu asikard1t.

Calisma, heparinin fraksiyonlarinin aktiviteleri ydnlinden ince-
lenmesi yaninda, tayin metod1ar1n1n birbiri 11é mukayese ve bunun so-

nucu korrelasyonunu vermesi acisindan yenilikler tasir.
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OZET

Bu calismada dedisik menseli heparinlerin (Sigma grade I, Roth)
Sephadex G 50 super fine siitunundan fraksiyonlandirilmasi yapiimistir.
Bu sekilde, fraksiyonlandirma calismalarinda her iki ayri menseli he-
patinden ucer fraksiyon elde edilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin
metakromatik ve anti Xa aktivite tayinleri yapi1imis, fraksiyon 1 ve
2 lerin metakromatik ve anti Xa aktivitelerinin disiik, fraksiyon 3'le-
rin ise yliksek oldugu boylece metakromatik aktivite ile anti Xa akti-

vitesi arasinda dogru orantili bir badinty oldugu saptanmistir.

Fraksiyonlandirilmalari: yapilan heparin Sigma grade I ve hepa-
hin Roth'a ilaveten heparin Sigma grade II, Liquemine Rocheve heparin
Novo Tente ile metakromatik aktivite ve rekalsifikasyon zamani tayin-
1eri yapilmistir. Metakromatik aktivite tayin]erinde Azur A, Azur I,

Azur II ve metilen mavisi boyalari kullanmiTmistir.

Yaptilan metakromatik aktivite tayini, reka]sifikasyon zamansi
ve anti Xa aktivitesi tayin]erinde elde edilen dederler arasindaki
korrelasyon incelenmis gerek metakromatik tayin ile biyolojik tayin
Ter arasinda ve gerek ise biyolojik tayin]erin kendi aba]ar1nda kor-

relasyon oldugu saptanmistir.
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SUMMARY

In this study, heparin samples Sigma grade I and Roth have been
fractionated through Sephadex G 50 column and three fractions were ob-
tained from each. Metachromatic and anti Xy activity studies have been
carried out for each fraction and it was found that these activities
were Tow for Ffactions 1 and 2 but high for Fraction 3. It was also
found that there is a Tinear relationship between the two activities.

In addition to fractionation studies,the metachromatic activity
and reca]cification time assays have been carried out for the same he-
parin samples and also for heparin Sigma grade II, Liquemine Roche and
heparin Novo Tente.

For the assay of metachromatic activity, Azure A, Azure I, Azure
IT and methylene blue dyes have been used.

According to the resu]ts obtained from metachromatic activity,
reca]cification time and anti X3 activity assays it was observed that
there is a correlation among the three methods and the correlation

equations were found.
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