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Effects of Warfarin, Aspirin and Sulfanilamide on Protrombin Time in Healthy Mice

SUMMARY

In this study, effects of warfarin, aspirin and sulfanilamide, which are used for prevention of coagulation,
were evaluated on protrombin time in mice. For this purpose, mice were separated into four groups each having 24
mice. Mice in group 1, control group, were fed without warfarin, aspirin and sulfanilamide during the study period.
Aspirin 100 mg/kg b.w. and warfarin %0.025 were given to second group; sulfanilamide 250 mg/kg b.w and
warfarin %0.025 were given to third group and a combination of 100 mg/kg b.w. aspirin, %0.025 warfarin and 250
mg/kg b.w sulfanilamide were given to fourth group by oral route incorporated into feed. Protrombin time was
determined in the blood collected at 2, 4, 8, 16, 24, 48 and 72 hours by using commercial kits. In the fourth group, all
mice died at 48 hours, for this reason protrombin time was not determined at 72 hours in this group. The results were
shown that, when these three substances (aspirin, warfarin, and sulfanilamide) combined, the most effective results

were observed.
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OZET

Bu ¢alisma kapsaminda, pthtilagmay: énleyici madde olarak kullamilan varfarin, aspirin ve siilfanilamidin
farkli kombinasyonlarinin protrombin zaman izerine olan etkileri degerlendirildi. Bu amagla her birinde 24 fare
bulunan dort grup olusturuldu. Grup 1 kontrol olarak tutuldu ve varfarin, siilfanilamid, aspirin igermeyen yemle
beslendi. Ikinci gruba 100 mg/kg canh agirhik dozunda aspirin ve %0.025 varfarin; iigiincii gruba 250 mg/kg canli
agirhik dozunda sulfanilamid ve %0.025 varfarin ve dérdiincii gruba da 100 mg/kg canli agirhik dozunda aspirin,
%0.025 varfarin, 250 mg/kg canli agirlik dozunda siilfanilamid kansim yemle birlikte afiz yoluyla verildi.
Calismanin 2, 4, 8, 16, 24, 48 ve 72. saatlerinde alinan kan 6rneklerinde protrombin zamam ticari kit kullanilarak
belirlendi. Bu ti¢ maddenin bir arada verildigi gruplarda 48. saatte biitiin farelerde 6liim gekillendiginden 72. saatte
ol¢iim yapilamadi. Elde edilen veriler, ¢zellikle bu ii¢ maddenin birlikte verilmesinin pthtilagma olayinda daha etkili
olacag sonucunu ortaya ¢ikardi.

Anahtar Kelimeler: Varfarin, Aspirin, Silfanilamid, Protrombin zamani
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GIRIS

Cok gesitli ilag ve doku ckstresi kanama ve

pthtilagmay1  etkiler. Bunlardan birgogu kiigiik
damarlardan sizma seklindeki kanamamin  ve
damarlardaki prthulagsmanin onlenmesinde

kullanilirlar. Trombin, tromboplastin, fibrin ve
fibrinojen kan kesici; heparin, sodyum sitrat ve
kumarin tiirevleri ise pthtilagmay énleyici ilaglarin
baslica 6rnekleridir (1, 7, 8, 9, 17).

Bu grupta bulunan maddeler pithtilasma
proteinlerinin  sentezini veya etkinligini bozarak
kamn pihtilasma yetenegini azalurlar. Arteriyel
tromboz olaylarinda pek etkili degildirler; ancak,
vendz trombozun onlenmesinde  basaryla
kullamilirlar. Pihtilagmayr énleyen ilaclar, dogrudan
engelleyenler ve dolayl yoldan engelleyenler
seklinde iki grupta toplamrlar (9).

Pihtilagma  6nleyici  olarak  kullanilan
maddelerden olan varfarin, kumarin grubu bir
maddedir. Kumarin ve tiirevleri kanin pihtilasmasim
onler ve kanama siiresini uzatirlar. Etkileri vitamin
K’min etkisini tersine ¢evirmeleri ile ilgilidir.
Kumarin tiirevlerinin pithtilagmay1 engelleyici etkileri
4-hidroksikumarin gekirdeginin  biitiinliigiini
korumasina ve Cs’e bagl bir grupla ilgilidir. Yine
pihtilagsmayi onleyici  bir madde olarak
degerlendirilen aspirin de, prostoglandin sentetaz’in
etkinligini engeller ve prostoglandin (PG) sentezini
azaltir; aspirine kargi trombositlerdeki enzim, damar
duvaninda bulunandan daha duyarhdir. Baylece TA,
sentezindeki azalma PGI,’ninkinden daha fazla olur;
bu etkisi sonucu aspirin  trombositlerin
kiimelesmesini ve damar duvarina yapismasim
engeller. Aspirinin bu gekilde ¢zetlenen etkisi uzun
siireli bir etki tarzindadir, gergekten de tek doz
halinde verilen aspirin trombositlerin Omriini ve
kanama siiresini 5 giin kadar uzaur (1, 9, 10, 11, 17,
18). Diger taraftan, prthtilagma iizerine etkili olan
faktérlerden bazilan da bu gruptan bazi maddelerle

(varfarin gibi) etkilesim gosterirler. Omegin
eritromisin, metronidazol, siillfonamidler,
tetrasiklinler ve bazi dar etki spektrumlu

antibiyotikler varfarinin etkinligini artinrlar. Aynca
antibiyotikler sindirim kanalinda bakteri toplulugunu
baski altina alirlar ve bdylece vitamin K sentezini
azalturlar; bu olay o6zellikle insanlarda énemlidir.
Pihtilagma olay1 dikkate alindiginda, vitamin K
eksikligi protrombinin trombine ¢evrilmesini ve
sonugta da trombinle kalsiyumun birlesmesini
engelleyecektir.  Bunun  sonucu  olarak  bu
antibiyotiklerin  etkisiyle pihtilagma  olayinda
bozulma gekillenecektir (2, 13, 14, 15, 16, 19, 20).
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Biitiin bu diisiincelerle; varfarin, aspirin ve
sillfanilamid pthtilagma olay: iizerindeki etkilerini, bu
¢ maddcnin farkli kombinasyonlan ve iigiiniin
birlikte verilmesi durumunda degerlendirebilmek
amactyla boyle bir galigma planlanmustir.

MATERYAL VE METOD

Caligmada 355 gram agirhiginda 5 ayhk
Ingiliz 1rk1 96 adet beyaz fare kullanildi. Fareler her
birinde 24 adet olacak gekilde 4 gruba aynlds, birinci
grup kontrol olarak tutuldu ve aspirin, siilfanilamid,
varfarin i¢ermeyen yemle beslendi. Ikinci gruba 100
mg/kg canh agirlik dozda aspirin ve %0.025 varfarin;
Ugiincii gruba 250 mg/kg canli agirhk dozunda
sulfanilamid ve %0.025 varfarin ve dordiincii gruba
da 100 mg/kg canl agirlik dozunda aspirin, %0.025
varfarin ve 250 mg/kg canli agirhk dozunda
sillfanilamid kangimi verildi. Farelere aspirin,
varfarin ve siilfanilamid yemlerine kanstinlarak ve
pelet seklinde agiz yoluyla verildi. ilagh yemin
verilmesini takiben her gruptan 4’er fareden 2, 4, 8,
16, 24, 48 ve 72. saatlerde %25°1ik sitrath tiiplere kan
ornekleri alind1. Alinan kan 6rnekleri 3000 devirde
10 dakika santrifiij edilerek plazma kisimlan aynld

ve analizleri yapilana kadar derin dondurucuda
saklandi.

Alinan kan 6rneklerindeki protrombin zaman,
ticari kit kullamlarak (STA®-Neoplastin® Cl Plus ®)
ve STA Compac System Cihaz ile, saniye cinsinden
belirlendi.  Analizin  prensibi, kit igerisindeki
kalsiyum tromboplastin ile plazmadaki pihtilasma
zamanmn  Olgilmesidir. Bu sekilde pihtilasma
faktorlerinden faktér I1 (protrombin), faktér V
(proacelerin), faktér VII (proconvertin) ve factor X
(Stuart faktor) belirlenebilmektedir.

Elde edilen verilerin istatistik analizi:
gruplardaki sonuglann ortalama degerleri, standart
sapmalan ve en alt-en st degerleri seklinde
belirlendi. Aynca, gruplar arasindaki farkliliklar tek
yonli varyans analizi ve Duncan testi ile
gergeklestirildi (5).

BULGULAR

Caligmada aspirin+ varfarin, silfanilamid +
varfarin ve aspirin + varfarin + silfanilamid
gruplanndan ve kontrol grubundan 2, 4, 8, 16, 24, 48
ve 72. saatlerde alinan kan érnekleri protrombin
zamaninin belirlenmesi ydniinden degerlendirildi.
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Buna gore, kontrol grubunda protrombin zamani
9.12+0.35 saniye olarak tespit cdildi. Aspirin ile
birlikte varfarin verilen ikinci grupta protrombin
zamanmmnn, zamana bagh olarak uzadif belirlendi;
buna gore, protrombin zamam 2. saatle 11.92+2,50,
4, saaue 13.14+1.89, 8. saatte 17.15+3.63, 16.
saalle25.02+6.97, 24, saatte 72.10£29.01 ve 48.
saatte 500.0+0.0 saniye olarak 6lgiildii. Bu grupta 72,
saatte isc bu deger yine 500.0+£0.0 saniye olarak
belirlendi.

Siilfanilamid ile birlikte varfarin verilen
grupta protrombin zamani, 2. saatte 10.92+0.17, 4.
saatte 12.27+1.23, 8. saatte 17.80+4.95, 16. saatte
32.15+6.95, 24. saatte 115.15£16.53 ve 48. saatte
484.10+31.80 saniye olarak tespit edildi, ve yine bu
grupta 72. saalte protrombin zamani 500.0+0.0
saniyec olarak Olgiildi. Bununla birlikte her iig
maddenin (aspirin + varfarin + siilfanilamid) birlikte
verildii grupta ise protrombin zamani, 2. saatte
9.75+0.93, 4. saatte 11.85+0.53, 8. saatte 13.06+0.59,
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16. saatte 26.62+13.61, 24. saatte 64.92+11.37 ve 48.
saatte 473.50+45.89 saniye olarak belirlendi. Bu
grupta 48, saatten sonra biitiin farelerde 6lim
sckillendiginden 72. saatteki 6lgiimleri yapilamadi.
Biitiin gruplardaki protrombin zamanlar ve istatistik
degierlendirmeleri Tablo 1 ve Sekil 1’de toplu halde
gosterildi.

Bununla birlikte, sé6z konusu ilaglarin kanin
pihtuilagma yetenegi iizerinde olumsuz yondeki etkisi
nedeniyle gruplarda 6liim olaylan da meydana geldi.
Buna gore aspirin + varfarin verilen grupta 24. saatte
3 fare, 36. saatte 2 fare, 48. saatte 8 fare ve 72. saatte
2 farede olim sekillendi. Siilfanilamid + varfarin
verilen grupta ise, 48. saatte 6 fare, 60. saatte 4 fare
ve 72. saatte de 2 fare Oldi. Aspirin + varfarin +
siilfanilamid’in birlikte verildigi grupta ise; 24. saatte
4 fare ve 48. saatten sonra ise gruptaki diger farelerin
hepsinde 6liim gekillendi.

Tablo 1. Gruplardaki protrombin zamammn dénemlere gére degerlendirilmesi.

Zaman Kontrol Aspirin + Varfarin  Siilfanilamid + Varfarin Aspirin + Siilfanilamid +
Varfarin
2. saat 9.1240.35 * 11.9242.50 ¥* 10.92+0.17 ¥» 9.75+0.93 ¥»
(9.00-10.00) (10.20 - 15.60) (10.70 - 11.10) (9.00 - 11.30)
4, saat 9.12+0.35 13.14+1.89 °* 12.27+1.23 ¥ 11.85+0.53 ¥*
(9.00-10.00) (11.20 - 15.60) (11.20 - 14.00) (11.30 - 12.40)
8. saat 9.12+0.35 * 17.1523.63 ¥* 17.80+4.95 13.06+0.59 *¥
(9.00-10.00) (14.40 - 22.50) (13.70 - 23.30) (12.60 - 14.10)
16. saat 9.12+0.35 7 25.02+6,97 ¥ 32.15+6.95 ** 26.62+13.61
(9.00-10.00) (21.10 - 37.40) (23.50 - 38.90) (16.00 - 46.60)
24. saat 9.12+0.35 * 72.10+29.01 ** 115.15+16.53 = 64.92+11.37 °*
(9.00-10.00) (32.00 - 110.10) (97.00 - 136.00) (50.20 - 81.50)
48. saat 9.1240.35 7 500.00.00 484.10+31.80 ¥ 473.50+45.89 <
(9.00-10.00) (500.0 - 500.0) (436.40 - 500.00) (420.50 - 500.00)-
72. saat 9.12+0.35 500.0+0.00 500.0+0.00 -
(9.00-10.00) (500.0 - 500.0) (500.0 - 500.0)

abed  Aym siitiinda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

*¥* Aym satirda farkli harflerle gésterilen gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 1. Biitiin gruplardaki protrombin zamaninin saatlere gére degerlendirilmesi.

TARTISMA VE SONUC

Pihtilasma kanamamin durmasi sirasinda
damar disinda ve tromboz sirasinda damar iginde
meydana gelir; pihtilasma faktérleri adi verilen ve
cogu birer plazma proteini olan dogal maddelerin
kendi aralarinda belirli bir diizene gore etkilesmeleri
sonucu olusan karmagik olay zinciridir. Pihtilasma
faktorlerinin etkinligini veya sentezini bozan ve
pihtilasma olayii baskilayan ve bdylece kamin
pihtilasma yetenegini azaltan gok sayida madde
vardir. Bunlar etki mekanizmalarindaki farka gore
ikiye aynhrlar: 1. Heparin; kanda bazi pihtilagma
faktorlerini inaktive ederek dolaysiz etki yaparlar. 2.
Oral antikoagiilanlar; karacigerde K vitaminine
bagimhi olarak yapilan plazma faktorlerinin
(protrombin, faktor VII, faktor IX ve fakior X)
sentezinin son basamagim bozarak dolayl etki
yaparlar (varfarin, fenindion ve K vitamini gibi) (1,
7,8,9,17).

Pihtilasma o6nleyici madde olarak kullanilan
varfarin gesitli ilaglarla etkilesme gosterir. Ornegin
baz1 ilaglar varfarinin etkisi veya zehirliligini
arurnrlar. Aspirin ise bir yandan PG sentezini bozarak
kanamaya egilimi artinirken, diger yandan da mide-
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bagirsak  mukozasinda erozyona ve sonugta
kanamaya egilimin artmasina neden olur ( 9, 10, 11,
18). Yine fenilbutazon ve azopropazon da varfarinin
metabolize olmasim1 baskilayarak onun etkisini
giiclendirir ve midede kanamaya yol agar (3, 4, 6).

Varfarin ile aspirin arasindaki etkilesmenin
degerlendirildigi bir galigmada (15) ratlarda varfarin
verilmeden oOnce ve varfarin verilmesinden sonra,
aspirinin de iginde bulundugu steroid yapida olmayan
yang1 onleyici ilaglann etkilesmesi incelenmistir.
Calhisma sonunda, varfarinin etkisiyle protrombin
zamanin énemli olglide uzadigr tespit edilmis,
bununla birlikte steroid yapida olmayan yangi
onleyici ilaglardan fenilbutazonun 24  saatik
uygulama sonunda protrombin zamanim &nemli
oranda azalttigy, varfarin verildikten 18 saat sonra bu
grup maddelerin verilmesi durumunda ise protrombin
zamaninin  6nemli  derecede uzadift  ortaya
konmugtur. Bu ¢aligmayla, varfarin ile steroid yapida
olmayan yang: 6nleyici ilaglar arasindaki etkilesme
bakimindan ratlann insanlardan daha duyarh oldugu
gozlenmistir.
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Stilfonamidlerin pihtilagma olayt iizerindeki
etkileri teorik olarak bilinmektedir; bu maddenin
varfarin ve aspirin ile olan ctkilegmesine yonelik bir
calismaya  rastlanilamanngtir,  Bununla birlikic,
siilfonamidlerin varfarinle farmakokinetik dilzeyde
cikilestii - ve  protrombin  zamanint - yiikselttigi
kaydedilmektedir (12).

Caligma sonunda clde cltifimiz  veriler
degerlendirildiginde isc, protrombin  zamani ve
gzellikle Slitm olaylarn ortaya ¢ikmasi yéniinden
bu ii¢ maddenin Lirlikte verilmesinin prhtilagma
tizerinde en giglit ctkiyi olugturdugu ortaya gikmistir,
Gergekten de kontrol grubuna gére difier il grupla
zamana bagh olarak prthulagma siiresi $nemli gekilde
(p<0.01) uzamstir. Cahgmamn 48, saatinde aspirin +
varfarin ve silfanilamid + varfarin’li gruplarda
protrombin  zamamt  sirasiyla  500.0£0.0  ve
484.10+31.80 saniye olarak tespit edilirken, bu
gruplarda 72. saatte de defierlendirme yapilmig ve her
iki grupta da protrombin zamant 500.0+0.0 saniye
olarak ol¢ilmigtir. Her (¢ maddenin  birlikte
verildigi grupta isc 48. saatte protrombin zamam
473.50+45.89 saniye olarak ftespit cdilmis ve bu
dénemi takiben gruptaki biitin farelerde Slim
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