Trombolitik Tedavide Yenilikler

Tromboz bircok kardiovaskuler patolojide akut
olayin tetigini ceken suglu olarak kargimiza gikmaktadir.
Mesela atherosklerotik plakla daralmis bir koroner ar-
terde bu lezyonun gelismesi kronik bir siregtir. Ama
akut myokart infarktiisii gibi bir olayda; damar icinde,
siklikla bu plagin bulundugu yerde bir pihti vardir. Ve bu
pihti akut olayin tetigini ¢ekmis, limeni tikayarak ani bir
doku iskemisine yol agcmistir. Bu nedenle doku oliimii-
ni 6nlemek, en azindan azaltmak igin bu pihtinin eritil-
mesi gereklidir. Iste bu gereksinim, bagka koroner ar-
ter ttkanmasi olmak lizere, derin ven trombozlar, pul-
moner emboliler, periferik arter tikkanmalarinin bazilarin-
da trombolitik tedaviyi giindeme getirmistir. Bugiine ka-
dar kullanilan klasik ajanlar; gerek fibrin spesifik olan t-
PA ve scu-PA, gerekse fibrin spesifik olmayan APSAC
(acylated plasminogen-streptokinase activator com-
plex), streptokinaz ve lirokinaz ihtiyaca optimal cevabi
vermemislerdir. Halen bunlardan higbiri, ne litik etki ne
de yan etkiler agisindan digerine belirgin Ustiinliik sa-
glayamamisgtir. Bu nedenle ideal trombolitk -pihti emici-
ajan arayisi suirmektedir.

Bu alandaki aragtirmalar belli bagh su hedefleri a-
magclamaktadir: 1) Trombolitik etkiyi giiclendirmek, 2)
Fibrin spesifik etkiyi artirmak, 3) Kanama olasiligini
azaltmak. Bdylece elde edilecek yeni ajanlardan bekle-
nenler de; rekanalizasyona direnci azaltmak, trombo-
lizisi hizlandirmak, reokliizyondan kaginmak ve kanama
egilimini azaltmaktadir.

Trombolitik Etkiyi Guglendirmek ve
Fibrin Spesifitesini Artirmak

Bu konudaki calismalarin hedefleri séyle 6zetlene-
bilr: 1) Rekombinan doku plazminojen aktivatoriiniin
(t-PA) mutantlarnni liretmek, 2) Rekombinan, tek zincir-
li Urokinaz tip plazminojen aktivator (rscu-PA) mutantla-
nni liretmek, 3) nt-PA ve scu-PA bilesimi "hibrid" ajan-
laninin yapilmasi, 4) Fibrine y6nelik monoklonal antikor-
larla plazminojen aktivatorlerinin birlestiriimesinden
olusan komplekslerin (1) olusturulmasi.
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rt-PA Mutantlan

Daha uzun yar 6miirlii, fibrine afinitesi daha fazla,
fibrin spesifitesi yiuksek ajanlarin gelistiriimesi amaciyla
lic esas yaklagsim kullaniimaktadir. Bunlar; trombolitik
molekiiliin spesifik amino asitlerinin mutasyonlan, fonk-
siyonel bolgelerinin ¢ikarnimasiyla olusan mutantlar ve
glikozilasyonla ilgili degiskenlik gosteren modellerin Ure-
tilmesi seklinde yaklasimlardir.

Larsen ve arkadaslan 3 tip farkli rekombinan rt-
PA modeli urettiler: 1) rt-PA-AF 2) rt-PA-AA veya her
ikisinin beraber oldugu rt-PA-AFE mutanti (Sekil 1).
Bunlar molekiiliin belli fonksiyonel bélgelerinin c¢ikaril-
masi ile elde edilen kismen degismis molekiil yapisina
sahip ajanlardir (2). Bunlardan birincisinin plazma kle-
rensi 10 kat daha azalmistir. Sonu¢ olarak trombolitik
etki siiresi artmigtir. Bazi karbonhidrat yan zincirlerinin
degistiriimesi veya c¢ikanimasi ile elde edilen glikoliza-
syon varyantlan; rt-PA-AFE1X veya rt-PA-AFE3X da
plazma yan 6mrii uzun ajanlardir. Kiyaslama gerekirse
bu siire dogal t-PA icin 4 dk. olup, rt-PA-AFE igin 25
dk, rt-PA-AFE1X icin 42 dk. ve rt-PA-AFE3X icin 14
dk.dir (3). Bunlann fibrin spesifiteleri dogal t-PA ile
kiyaslanabilir diizeydedir. Fakat spesifik trombolitik akti-
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Sekil 1.  t-PA'nin yapisi. F: F domain, fibronectin-like finger do-
main. Bu bdlge gikarilirsa rt-PA-AF mutanti elde edilir. E domain
molekilden ¢ikarilirsa rt-PA-AE mutanti. ikisi birden gikarilirsa 01
PA-AFE mutanti elde edilir.
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vitelerinde belirgin derecede azalma olmustur (Tavsan
boyun ven trombozu modelinde). rt-PA-AFE3X kdpek-
lerde dogal t-PA'ya nazaran daha glgli bir trombolitik
etki saglamistir (4). Bu tip bir etki baska bir calismada
da gosterilmistir (5). Yukardakilere benzeyen baska
mutantlarda Uretilmekle birlikte, su ana kadar edinilen
gbzlemlere godre plazma klerensleri belirgin derecede
azalmis olan bu maddelerin trombolitik aktiviteleri de
azalmaktadir. Ve simdilik dogal t-PA'dan daha gugli bir
trombolitik mutanti elde edilememistir (1).

rscu-PA (Rekombinan Proiirokinaz)
Mutantlar

Iki zincirli Grokinaz tip plazminojen aktivatéri (tcu-
PA) ile kiyaslandiginda fibrin spesifitesi daha yiksek bir
ajandir. Bu nedenle rekombinan teknikle onun tcu-PA
ya doénismesini onleyici tesebblsler yapilmaktadir (6).
Bu sekilde elde edilen plazmine direngli mutantlarin
trombolitik aktivitesinin yaklasik 5 kat azaldigr goérul-
mustar.

scu-PA'nin insan hicre kultirlerinden veya rekom-
binan DNA teknigi ile elde edilen disik molekul agirhikh
bir tirevi rscu-PA-32k, disik molekul agirhikli tcu-PA ile
kiyaslanabilir trombolitik glice sahiptir ve sistemik fibri-
nojenolizis ¢ok daha az orandadir. Bu nedenle rscu-
PA-32k dogal karsitinin (scu-PA) fonksiyonel &zellik-
lerini tasimaktadir (Yiksek trombolitik etki) ve rekombi-
nan formlarinin blylik miktarlarda uretilmesi faydali bir
alternatif olacaktir.

Rekombinan t-PA ve scu-PA
Karisimindan Olusan Maddeler
(Rekombinan hibrid molekiller)

t-PA ve scu-PA'nin rekombinan hibrid sekilleri
(Rekombinant chimeras) nin yapilmasi iki esas go6z-
leme dayanir: 1) t-PA'nin fibrine karsi olan affinitesin-
den sorumlu yapilar A zincirinde yer alir. 2) scu-PA'nin
fibrin spesifitesi NH2-terminal 143 amino asite badimh
olmayip, eger Lys'*® - ILe'"" peptit bagl saglamsa bu
6zellik korunur.

t-PA'nin A zinciri ile scu-PA-32k'dan olusan sime-
rik modeller her iki molekulin fibrin segiciligini kombine
olarak icerebilir.

Bdyle simerik molekiller Uretilmis ve karakterize
edilmistir. Hayvan modellerinde bu molekdillerin scu-
PA'yla kiyaslanabilir fakat ona Ustin olmadig: gosteril-
mistir (7). t-PA ve drokinaz (u-PA)'nin g¢esitli simerik
modelleri baska arastiricilar tarafindan da duretilmigtir
ve kismen karakterize edilmistir. Bunlarin enzimatik et-
kileri devam etmektedir fakat fibrin affiniteleri dogal t-
PA'dan azdir.

Sonug olarak bu molekullerin trombolitik aktivitele-
rinde 6nemli bir artis gdézlenmemistir. Dogal ajanlarin
fibrin spesifitesi ve trombolitik etkisine ustin o&zellikleri
yoktur.
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Son zamanlarda arastirmacilar t-PA'nin 2 fonk-
siyonel bdlgesini ve scu-PA'nin serin proteaz kismini
iceren bir molekil Urettiler (t-PA-AFE/scu-PA-e). Bu
molekilin fibrin affinitesi az olup, invivo klerensi 10
kat azalmistir (8). Bu nedenle trombolitik etkisi uzun
slrelidir (hayvan modellerinde). Bu tip t-PA/u-PA
simerlerinin invitro 6zellikleri, farmakokinetikleri ve spe-
sifik trombolitik etkileri arasinda korelasyon eksikligi po-
tansiyel klinik kullanimlarini heniz kisitlamaktadir. Fakat
bdyle standart disi yaklasimlar trombolitik tedavinin du-
zeltilmesi icin yogun arastirmalara temel teskil etmekte-
dir.

Fibrine Spesifik Monoklonal
Antikorlar ve Plazminogen
Aktivatorlerinden Olusan Kompleksler

Fibrine spesifik olan ve fibrinojenle c¢apraz reak-
siyonu olmayan monoklonal antikorlarla (MA) trombo-
litik ajanlari birlestirmek yoluyla bu ajanlari fibrin pihtisi-
na hedeflemek ya da yoénlendirmek miumkundir. Bu a-
magcla fibrinin belli zincir bélumlerine ydnelik MA'larla
scu-PA veya tcu-PA'nin simik bilesimleri Uretilmis ve
trombolitik aktivitelerinin arttigr goésterilmistir (9,10). MA-
15C5 bu sekilde uretilmis bir scu-PA ve MA bilesimi-
dir. Fibrinin D-dimer pargasina affinitesi fibrinojene na-
zaran 1000 kat fazladir. Bunun trombolitik aktivitesi de
6nemli derecede ylksek ve plazma klerensi daha ya-
vastir. Trombolitik ajanlardan beklenen niteliklere sahip
gorinmektedir.

Tek zincirli t-PA ve fibrin spesifik bir MA'nin
birlestirilmesiyle elde edilen bilesimin pihti eritici glicu
invitro olarak t-PA'dan 3-4.5 kat, hayvan modellerinde
ise 9.6 katina kadar c¢ikmaktadir. Bu arada fibrino-
jenolizise sebep olmadigl da gézlenmektedir.

Diger bir yaklasimda bifonksiyonel antikorlarin lre-
tilmesidir. Fibrin spesifik bir MA ile t-PA spesifik bir MA
birlestirilerek fibrin Uzerinde t-PA'nin yogunlastiriimasi
ve bodylece pihtiya spesifik, yodun bir litik etki saglan-
masi miumkudnddr (11).

Ozetlenecek olursa MA'lari kullanarak plazminojen
aktivatdrlerini pihtiya hedeflemek ve pihti iginde yogun-
luklarini arttirmak potansiyeli mevcuttur ve gelecek igin
imit vericidir.

Trombositten Zengin Trombis
Olusumunu Engelleme Caligsmalari

Aterom plaginin yirtilmasiyla olusan limen igindeki
trombis (Sekil 2) heterojen bir yapiya sahiptir. Yirtilan
plak yuzeyine bitisik bdlgede trombositten zengin bir
pthti yer alir, bunun proksimali ve distalindeki pihti ise
eritrositten zengindir (12). Bu bdlgeler trombolizis igin
iki alternatif hedef olusturur. Trombolitik ajanlarin tam
kan pihtisini eritme agisindan potansiyeli ve sinirlamala-
ri iyi bilinmektedir. Trombosit kimelerini dagitma veya
trombositten zengin pihtiyi eritme potansiyelleri ise he-
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Sekil 2. Endovaskiler bir hasar yerinde fibrin-trombosit tikaci-
nin olusmasi. DKH: DUz Kas Hucresi, EH: Endotel Hlcresi

niz ¢ok iyi bilinmemektedir ve bu pihtilarin eritilmesi
glgtir. Dahasi bu ajanlarin infizyonu prokoagilan ve
proagregatuvar bir etki yaratmaktadir. Bunun delilleri
kanda fibrinopeptit A olusumu ve tromboksan A2 yapi-
mi ile goésterilmigtir.

Sonug¢ olarak basarili bir trombolizisi takiben hem
hasarli damar duvari hem de absorbe edilmis olan
trombinden zengin durumdaki artakalan trombis, tek-
rarlayict tromboz igin glclt uyarilar olustururlar (Sekil
3,4).

Koroner arter trombozundaki patogenezisin ne ka-
dar karisik oldugu dusinilecek olursa; fibrinolitik siste-
min kisa silreli aktivasyonu seklindeki tek yénliu bir te-
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davi yaklasim olan trombolizisin maksimum ve devamh
bir rekanalizasyon saglayamayacagi daha iyi anlasilir.

Heparin ve aspirinin trombolizisi hizlandirma, tek-
rar tromboz olusumunu &énleme ve lizise direnci kirma
konusundaki etkileri sinirlidir. Beraber verildiklerinde da-
hi myokart infarktisli hastalarda maksimal ve stabil bir
damar rekanalizasyonu saglanamaz. Bu sasirtici degil-
dir. Cunki aspirin hem antiagregan hem proagregan
prostaglandinleri nonselektif bir sekilde inhibe eder.
Heparin ise pihtidaki trombini inhibe etme acisindan
nisbeten etkisizdir. Bu nedenle gelismis trombolitik te-
davilerle, daha gicli ve secgici antikoagilan ve anti-
agregan tedavileri beraber kullanma konusundaki
arastirmalar devam etmektedir. Bu sekilde hem pihti
secici bir sekilde eritilecek, hem pihtidaki trombinin in-
hibe edilmesi mimkin olacak, hem de yeni trombosit-
lerin o bélgede depolanmasi 6nlenecektir. Sonucta da-
marin rekanalizasyonu, dokunun reperfizyonu hizlana-
cak ve artacak, tromboz tekrari Onlenecektir.

Antitrombosit Antikorlar ve
Plazminogen Aktivatorlerini
iceren Kompleksler

Bode ve arkadaslari (13) kimyasal olarak tcu-PA
ve trombosit membran glikoproteinlerinden GPIIb/llla
ya segici olarak baglanan bir MA'u birlestirdiler. Bu
bilesim hakikaten insan plazmasinda trombositten zen-
gin bir pihtiya yénelerek belirgin bir trombolizis olustur-
du. Bazi deney hayvanlarinda; yine scu-PA ile trombo-
spondine veya glikoprotein GPIIb/llla Uzerindeki bazi
baglanma yerlerine karsi olusturulmus MA'larm
birlesiminden olusan ajanlarin trombolitik etkisinin bir
miktar arttigr gézlendi.

Tekrarlayan Okliizyon ve
Pihtinin Lizise Direncinin
Arastirildigi Hayvan Modelleri

Arastiricilar bu iki amag icin képekte 2 koroner ar-
ter trombozu ve tavsanda da 2 femoral arter tromboz
modeli gelistirdiler (1). 1. modelde kdépekte sol anterior
inen koroner arterde (SAI) ileri asamada darlik yaratan
bir tam kan pihtisi (TKP) ve tavsanda femoral arterde
(FA) bir TKP vardi. Bunlar trombositten zengin mater-
yalle tekrar tikanmaya egilimli olup rekanalizasyonu ta-
kiben yeniden tikanma olayini incelemekte yararli mo-
dellerdi, ikinci model trombositten zengin (TZ) bir arte-
riyel tromblstir. Bu trombilsler kdpekte, ters gevrilmis
bir sirkumfleks arter segmenti (SAS) veya tavsanda
yine ters g¢evrilmis bir femoral arter (FAS) segmentinde
spontan olarak ortaya ¢ikti. Bu modeller ise, TZ tikayici
bir trombisten rekanalizasyon ¢abalarina duyarliliginin
arastirilmasina uygun modellerdir.

Yeniden Tikanma (Reokliizyon)nin
Onlenmesi

Képekteki SAI modelinde rt-PA ile trombolizisi ta-
kiben, ne fibrinojenin ileri derecede azalmasi ne de
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tam doz heparinizasyon limenin tekrar tikanmasini 6én-
leyemedi. Fakat trombosit membraninda bulunan
GPIlIb/lIlla kargt olugsmus bir MA olan 7E3'nin F(ab')2
pargasinin yogun bir sekilde infizyonuyla reoklizyon
6nlendi ve rekanalizasyon hizlandi. 7E3-F(ab')2 veya
alternatif ajanlar GPIIb/Illa reseptéri araciligiyla gelisen
trombosit aktivasyonunu 06nleyerek trombolitik tedaviye
yardimci ajanlar olarak ortaya c¢ikmaktadir. Fakat 7E3-
F(ab')2 nin yiksek dozda kullaniimasi képekte kanama
zamanini belirgin derecede uzattigindan dikkatli doz-ce-
vap caligsmalarini gerektirmektedir. Bu nedenle insanda-
ki kullanimi henliz zamana muhtagtir.

rt-PA ile trombolizis UlUzerinde sentetik bir trombin
inhibitéri Argatroban'm etkileri de arastirildi. Bu ajan
trombini yarisma yoluyla inhibe etmektedir. Kdépekteki
SAI modeli ve tavsandaki FA modellerinde trombo-
lizisden sonra damardaki yeni akimin (reflow) devamli-
I1lg1 héparine nazaran belirgin derecede ylUksekti. Argo-
troban ve rt-PA beraberligi heparin ve rt-PA kombi-
nasyonuna nazaran template kanama zamanini daha
¢ok uzatti. Fakat infizyonun sonlanmasindan bir saat
sonra test normale dondi. Eger uzun sireli deneylerde
arter limeninin agikligi stabil olarak devam ettirilebilirse,
Argotroban ve rt-PA kombinasyonu gelecekteki, etkili,
emniyetli, 1slah edilmis farmakolojik bir rekanalizasyon
icin umutlandiricidir.

Trombosittert Zengin Bir
Pihtinin Eritilmesi

Kopekteki SAS ve tavsandaki FAS modellerindeki
trombositten zengin trombilsler hakikaten rt-PA ile
dagilmaya direngliydiler. Kopekteki SAS modelinde glg-
I bir antitrombosit ajan olan 7E3-F(ab')2 in trombusi
dagitma etkisi devamli veya sabit degildi. Fakat inflz-
yon silrecinde rekanalizasyonu belirgin derecede artir-
di. Hatta azaltilmis dozda rt-PA ile birlikte reokllizyonu
da ortadan kaldirdigr gézlendi. rt-PA ve 7E3-F(ab')2 be-
raberliginin, trombositten zengin pihtiyi hangi mekaniz-
mayla bu kadar glcli olarak eritebildigi acik degildir.
Cunku, rt-PA'nin fibrini eritmesiyle, trombositleri birara-
da tutan baglarin ortadan kalkmasi ve sonugta trombo-
sitlerin de dagilmasi seklinde agiklama yeterli degildir.
Cunki, bu durum tek basina rt-PA ile de gergeklesebi-
lecek bir tablodur. Belki yeni trombositlerin pihti ya-
zeyine birikmesi dnlenerek; tromboz ve trombolizis ara-
sindaki dinamik denge trombolizis lehine bozulmakta-
dir.

Argatroban fémoral arter greftlerindeki Iimen acik-
ligint uzun sireli devam ettirerek, bu konuda da ayni
dozlardaki héparine Ustinlik saglamistir. Heparin bu
dozlarda etkili bulunmamistir. Argatroban hem standart
antikoagilandan daha etkilidr, hem de damar duvarinin
"passivasyonu" (trombojenite kaybi) daha siratli ortaya
citkmaktadir.

Trombolizise eslik eden prokoagulan aktiviteyi he-
parinden daha gugli olarak inhibe edebildigi gésterilen
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hirudin, hirugen, argatroban ve diger kiuglik peptit inhi-
bitérleri, aktif protein C, LACI (lipoprotein-associated
coagulation inhibitor) gibi yeni antikoagtlanlar klinik
kullanima heniz sunulmamistir (14). Fakat invitro ve
hayvan deneylerinde antitrombin etkilerinin heparinden
daha glcli oldugu, antitrombin IllI'den badimsiz c¢alisti-
klari, LACI gibi ajanlarin pihtilagsmayr daha erken
asamalarda bloke ettigi, dahasi kanama egiliminin art-
madiglr gosterilmektedir. Trombolizi takiben olusan reo-
klizyonlari da basariyla énlemektedirler. Bu yeni ajan-
larin insan serilerindeki sonuglari heniz ortaya ¢ikma-
mistir. Ama preliminer sonuglar parlak gérinmektedir
(14).

Trombolizis Sirasinda Ortaya Cikan
Kanama Sorununun Coéziimi

Trombolitik tedavinin baslica yan etkisi kanamadir.
Siklikla ponksiyon yerleri ve invaziv girisim yerlerinde
belirir. Serebral kanama gibi beklenmeyen kanama or-
nekleri de ortaya cikabilir. Kanama sistemik fibrinolitik
aktivasyonla ve fibrinojen yikiminin derecesiyle uyumlu
degildir. Ayrica hasta ile ilgili klinik parametrelerle de
baglantisi bulunamamistir.

Kanama Egiliminin indeksi Olarak
Template Kanama Zamaninin
Kullanilmasi

Trombolitik tedaviye bagli spontan kanamanin ha-
bercisi olarak ilk tanimlanan hemostatik parametre tem-
plate kanama zamanidir. Spesifitesi ve sensitivitesi
%69'dur. rt-PA kullanilan ve spontan kanama gegiren
hastalarda template kanama zamaninin gecgici olarak
uzadigr goézlenmistir. Ayni c¢alismada trombolitik teda-
viyle birlikte aspirin alimi halinde spontan kanamanin
arttigr da gosterilmistir.

Kanama Zamanini Diizeltme Cabalari

Tavsan ve koOpeklerde de aspirin ve rt-PA'nin ka-
nama zamani ve kanama Uzerindeki etkileri teyid edil-
mistir. Tavsanlarda plazminojen aktivatdér inhibitéra-1
(PAIi-1) ve koépeklerde plazmin inhibitérii aprotinin ka-
nama zamanini slratle normale déndirerek kesi yerin-
deki kanamayi durdurmustur. Tavsanlarda aspirin ve
rt-PA'nin yol ac¢tigi kanama zamanindaki belirgin uzama
DDAV (1-desamino-8-D-arginin vazopressin) ile de du-
zeltilebilir. Yine bunlarda aprotinin, rt-PA'nin yaptigi
trombolizisi inhibe edebilir ve rt-PA'ya sekonder kana-
ma zaman! uzamasini Onleyebilir. Kanama zamaninin
neden uzadig:r aciklanamamakla beraber, bu fenomenin
reversibl olusu, trombosit membran reseptdrlerinin ha-
rabiyeti fikrine zit bir gdézlemdir. Bu fenomen plazmin
araciligiyla ortaya cikan ve invitro trombosit agregas-
yonu ile gdsterilemeyen bir trombosit fonksiyon bozuk-
lugudur. Bu nedenle template kanama zamani hemora-
jik diyatezin O6nceden tespitinde faydali kantitatif bir in-
dekstir ve trombolitik tedavi verilen hastalarda takip
icin yararl olabilir.
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Ozetlenecek olursa; trombozun patogenezi ve
trombulsin icerigi ne kadar kompleks ise, ortadan kaldi-
rilmasi yani "Trombolizis" ve yanisira getirdigi problem-
ler de o kadar kompleks ve Onemlidir. Lisiz igin kulla-
nilan ajanlarin daha etkin hale getiriimesi kadar, eslik
eden problemlerin ¢6zilmesi de bu nedenle sorun
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olusturmaktadir. Limenin yeniden agilma orani ve bu
acikhigin devamhligr i¢in, duzeltilmis, belki de yepyeni
trombolitik ajanlar ve c¢ok guc¢li antitrombosit, antikoa-
gllan ajanlar gerekmektedir. Bu konuda arastirmalar
sirmekte ve uUmit verci sonuclar elde edilecek gibi g6-
rinmektedir.
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