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Referat po pozivu

U TORNADU OTKRICA - VITAMIN K I NJEGOVI ANTAGONISTI
Milica Kovacevi¢ Filipovi¢?

1dr Milica Kovacevic¢ Filipovic, profesor, Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u
Beogradu, Beograd, Srbija, e-mail: milkovac@yahoo.com

Kratak sadrzaj

Otkri¢e vitamina K i njegovih antagonista medu kojima se istice varfarin, je
smesSteno u prvu polovinu 20. veka, na dva kontinenta i u nekoliko drzava. Ono
povezuje rad istrazivaca u poljoprivredi, veterini, biohemiji, fiziologiji i medicini.
Istorija ova dva otkrica je istorija dobro organizovanog i sistematskog rada, sluc¢ajnih,
neplaniranih nalaza, dobrog instinkta, nesre¢nih okolnosti i sre¢nih ishoda. Rad na
unapredenju farmskog uzgoja Zivine koji se odvijao dvadesetih i tridesetih godina
proslog veka u Kanadji, je podrazumevao optimizaciju ishrane, i doveo je do nastanka
eksperimentalnog modela za proucavanje faktora vaznih za proces koagulacije, medu
kojima je kao najznacajniji, u Danskoj, otkriven vitamin K. U istom periodu, masovno
uginjavanje goveda usled spontanog krvarenja, a zbog trovanja trulom detelinom, je u
Sjedinjenim Americkim DrZzavama dovelo do otkrivanja dikumarola i njegovog
derivata varfarina, koji su antagonisti vitaminu K. Dana$nja medicina i biotehnologija
se ne mogu zamisliti bez vitamina K i varfarina. Vitamin K je dobio svoju ulogu u
sprecavanju sklonosti ka krvarenju kod bolesnika sa hepatopatijama, u neonatologiji,
i kao antidot prilikom trovanja varfarinom i drugim vitamin K zavisnim
antikoagulansima. Varfarin je prvobitno poceo da se koristi kao rodenticid, a potom je
dobio Siroku primenu u medicini, u patoloskim stanjima koja zahtevaju smanjenje
rizika od tromboze. Pulmonalna tromboembolija, tromboza dubokih vena, atrijalna
fibrilacija i infarkt mikoarda ali i COVID-19 su neke od indikacija koje se ne mogu
terapirati bez antikoagulantnih lekova. Predvida se da ¢e trZiSte ovih lekova rasti zbog
sve starijeg svetskog stanovnistva i suportivne terapije brojnih hroni¢nih bolesti.

Kljucne reci: biologija, farmakologija, hemija, medicina, rodenticidi, terapija,
veterinarska medicina

UuvoD

Velika otkrica u fiziologiji i medicini prevashodno su se desavala u 19. 1 20. veku.
Istorija nastanka i razvoja antikoagulantnih lekova se datira na pocetak 20. veka, a
njihovo unapredenje i dalje traje. U tom periodu su kroz opservacije, sluc¢ajne
dogadaje, organizovane oglede, ali i ¢orskokake, nasluéivanja i sukobe istrazivaca
izvedeni mnogi bitni zakljucci vezani za proces hemostaze i koagulacije (Ratnoff,
1980). Dve price koje opisuju otkrice vitamina K i njegove uloge u sintezi
funkcionalnih faktora koagulacije i paralelnom otkri¢u antagonista vitamina K u koje
spadaju antikoagulantne materije, se izdvajaju povezanos$¢u interesantnih dogadaja.
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Dramati¢na krvarenja goveda otrovanih trulom detelinom, kao i krvarenja kod Zivine
koja su se javljala u ogledima vezanim za ispitivanje znacaja pojedinih hranljivih
sastojaka, su tridesetih godina proslog veka privukla paznju upravo onih istrazivaca
koji su imali znanje, ali i poziciju da ispitaju razloge uocenih sklonosti ka karvarenju.

Vitamin K je prokoagulantni molekul, a derivati dikumarola su antikoagulantni
molekuli koji imaju izuzetno vazno mesto u humanoj medicini kao lekovi bez kojih se
viSe ne moze zamisliti niti jedna ozbiljnija hirurska intervencija, ili terapija
kardiovaskurnih poremecaja. Pre nego Sto uronimo u istorijske kontekste, situacije,
dogadaje i ljude koji su ucestvovali u ovim otkri¢ima, Zelja pisca ovih redova je bila da
prikaze njihov opsti znacaj u savremenoj medicini, kao i da ukratko objasni fizioloSke
aspekte procesa hemostaze i koagulacije.

0D CEGA NAJVISE BOLUJEMO?

U dvadesetom veku, ocekivana duzina Zivota ljudi se udvostrucila, a svetska
populacija ucetvorostrucila jer je doSlo do globalnog smanjenja mortaliteta, i
pomerenja morbiditeta sa infektivnih na neinfektivne uzroke. Kardiovaskularne
bolesti postale su vodeéi uzrok smrti, pogotovu u nerazvijenim i zemljama u razvoju.
U okviru tih bolesti, procenjeno je da su tromboza i tromboembolijska stanja uzrok
jedne od Cetiri smrti Sirom sveta (Wendelboe i Raskob, 2016). Podaci govore da u
Sjedinjenim Americkim Drzavama godisnje oko jedan milion ljudi zatrazi lekarsku
pomo¢ zbog nekog oblika tromboze (https://www.cdc.gov/ncbddd/dvt/data.html).
Ako se taj broj projektuje na sedam milijardi stanovnika, moZe se govoriti o0 40 do 50
miliona potencijalnih novih korisnika antitromboti¢ne terapije. Takode, pacijenti koji
ove lekove uzimaju u sklopu kontinuirane terapije, moraju da ih uzimaju do kraja
zZivota, $to znacajno uvecava ukupan broj pacijenata koji zavise od odgovarajuceg tipa
antitromboticnih lekova. Antitromboticni lekovi se dele na antiagregacione lekove koji
spreCavaju agregaciju trombocita i antikoagulanse koji sprecavaju koagulaciju.
Antiagregacioni lekovi se uglavnom koriste u terapiji arterijskih tromboti¢nih
dogadaja kao $to su infarkt miokarda i mozdani udar, dok se duboka venska tromboza
sprecava i le¢i upotrebom antikoagulansa. 0d 2019. godine pandemija teskog akutnog
respiratornog sindroma izazvanog Coronavirusom 2 (SARS-CoV-2) koji izaziva
oboljenje ljudi Coronavirus Disease-2019 (COVID-19) dovela je do jos jedne ozbiljne
indikacije za primenu antitromboti¢nih lekova. Osim pneumonije, pojava arterijske i
venske tromboze je bila izuzetno ucestala i zahtevala je primenu antikoagulantne
terapije (Katsoularis i sar, 2022). Procene su da ¢e u buducnosti trziSte
antiagregacionih i antikoagulantnih lekova rasti
(https://www.technavio.com/report/thrombosis-drugs-market-industry-analysis).

HEMOSTAZA KAO BURE BARUTA

Sve u vezi sa krvlju je od Zivotne vaznosti pa i fantasti¢na osobina da plazma, po
kontaktu sa zidom epruvete, ili oStecenim tkivom, iz tecnog prelazi u Zelatinozno
stanje, odnosno koagulisSe. Koagulacija je samo jedna od tri faze u procesu hemostaze.
Hemostaza je proces koji obezbeduje normalan protok krvi kroz sistem zatvorenih
krvnih sudova i zaustavljanje krvarenja formiranjem tromba ukoliko su krvni sudovi
oSteceni. U osnovi procesa hemostaze lezi kontrola aktivacije trombocita, endotelnih
¢elija, prokoagulantnih i antikoagulantnih molekula i fibrinoliza. Da bi se u fizioloSkim
uslovima, na mestu oStec¢enja krvnog suda, uspesno stvorio tromb, prvo dolazi do
aktivacije, agregacije i adhezije trombocita koji stvaraju primarni tromb - prva faza
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hemostaze. Aktivirani trombociti na svojoj povrsini imaju molekule koji obezbeduju
da se aktivirani, vitamin K zavisini faktori unutrasnjeg i spoljasnjeg puta koagulacije,
zadrze upravo na mestu formiranja primarnog tromba. Fibrinska mreza prozima
trombocitni ¢ep u ucvrscuje ga - druga faza hemostaze, odnosno koagulacija. Vrlo
vazan segment hemostaze je aktivacija plazmina koji vrsi fibrinolizu onemogucavajuci
Sirenje fibrinske mreZze kroz sistem krvnih sudova - treéa faza hemostaze. Plazmin,
zajedno sa antikoagulantnim materijama kao Sto su heparin, antitrombin III, protein
C i S, sprecavaju preteranu aktivaciju koagulacije koja bi bez tih kontrolnih
mehanizama, jednom aktivirana, mogla da predstavlja bure baruta koje bi dovelo do
sistemskih promena koje bi onemogucile normalnu cirkulaciju.

Kao posledica poremecéaja u procesu hemostaze, mogu se javiti sklonosti ka
krvarenju kako zbog trombocitopenija i hiporeaktivnosti trombocita, tako i na nivou
poremecaja koagulacije. Suprotni poremecaj je tromboza koja nastaje zbog
hiperaktivacije trombocita, oSteCenja endotela ateroskleroticnim promenama,
zapaljenjem i/ili hiperkoagulabilitetom. Sta je tromboza? Tromboza nastaje kada
tromb koji se formira u sistemu zatvorenih krvnih sudova zatvori lumen krvnog suda
i onemogudi cirkulaciju. Tromboembolija oznacava okluziju krvnog suda trombom
koji je po odvajanju od primarnog mesta nastanka dospeo do manjeg krvnog suda i
izazvao okluziju. Tromboza obuhvata tromboze arterija i vena. Vodedi oblici
arterijskih tromboza (mereno morbiditetom i mortalitetom) su ishemijska bolest srca
i ishemijski mozdani udar. Venska tromboza obuhvata duboku vensku trombozu, koja
najcesce zahvata noge, i pluénu emboliju.

OTKRICE VITAMINA K

Ulaganja i rad na unapredenju poljoprivrede kao i neki slucajni dogadaji koji su
desavali u isto vreme u razli¢itim krajevima sveta, odnosno Kanadi, Evropi i
Sjedinjenim Americkim Drzavama doveli su do otkri¢a uloge vitamina K u procesu
koagulacije kao i otkri¢a dikumarola, molekula sa antikoagulantnim dejstvom koji je u
humanoj medicini dobio Siroku primenu kao lek za prevenciju i lecenje tromboze.

Kanada je u 19. veku bila zemlja farmera, ribolovaca, drvoseca i trgovaca krznom
mahom doseljenika iz Francuske i Engleske. Po¢etkom 20. veka, Kanadu naseljavaju
Irci, Italijani, Poljaci, Ukrajinci, Holandjani i Skandinavci, pa ¢ak i Kinezi i Japanci.
Izmedu 1906. 1 1916. godine broj stanovnika je porastao za dva miliona. Ta eksplozija
u broju stanovnika, dovela i je i do velikih ulaganja u poljoprivredu. Da bi se povecala
proizvodnja hrane, u Poljoprivrednoj skoli u Ontariju je formiran Odsek za Zivinu, a
1899. godine, kao Sef je izabran William Richard Graham (1875 - 1958). On se smatra
ocem modernog zivinarstva koje je usmereno na selekciju i uzgoj rasa pogodnih za tov,
odnosno za proizvodnju jaja (https://www.oahf.on.ca/inductee/william-richard-
graham/). Profesor Graham je uspostavio poslediplomske studije na svom koledZu i
na taj nacin je Kanada obezbedila uslove u kojima su poljoprivedu i industriju
namirnica vodili i organizovali dobro obrazovani i inspirisani stru¢njaci. On je takode
uspostavio saradnju sa Laboratorijom sa ispitivanje ishrane koja je radila pri Decijoj
bolnici u Torontu. Naime, njegovi ,recepti“ za ishranu zivine su bili polazna osnova za
razvoj prve gotove hrane za decu, koja je bila znacajna pocetkom 20. veka, u eri kada
je malnutricija bila dosta raSirena u Kanadi, ali i drugim drZavama
(https://www.thecanadianencyclopedia.ca/en/article/pablum). Njegove oglede sa
ishranom Zivine nastavili su mladi saradnici, William MacFarlan, William Graham Jr. i
Frederick Richardson koji su u seriji eksperimenta pokazali da ukoliko Zivina
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konzumira iskljucivo hranivo iz koga je uz pomo¢ etra potpuno uklonjena mast, ubrzo
dolazi do krvarenja koje je primetno na mestima na koZi na koje su zakacene markice
za identifikaciju (1930). Vracajuci u ishranu, tada ve¢ poznate liposolubilne vitamine
A 1D, pokazali su da oni ne uti¢u na sklonost ka krvarenju, i testiraju¢i koncentraciju i
odnos kalcijuma i fosfora, zakljucili su da se opisani fenomen javlja iz nepoznatog
razloga. Njihovi ogledi se nisu nastavili u pravcu daljeg rasvetljavanja opisane
sklonosti ka krvarenju kod Zivine jer su primarno bili zainteresovani za definisanje
hraniva koji ubrzavaju rast tovnih rasa.

Na Unverzitetu u Kopenhagenu, dr Henrik Dam (1895-1976), danski biohemicar i
fiziolog je proucavajuc¢i vaznost holesterola za metabolizam i fizioloske funkcije
organizma preuzeo metodologiju rada koji su opisali MacFarlan i njegovi saradnici i
pokazao da ni dodavanje holesterola obezmaséenoj hrani, ali ni dodavanje vitamina C,
ne dovodi do prestanka krvarenja kod Zivine. On je postavio hipotezu da je materija
koja sprecava krvarenje liposolubilna, ali da nisu u pitanju vitamin A, D ili E. Upornim
radom, uspeo da iz razlicitih vrsta hraniva izoluje do tada nepoznatu komponentu bez
koje se ne moze odigrati koagulacija, odnosno C¢iji nedostatak izaziva masivna
krvarenja. On je tu komponentu nazvao vitamin K (Koagulation - Vitamin) (1935). 0d
ispitivanih Zivotinjskih i biljnih hraniva, pokazano je da ga riblje ulje ne sadrzi, a kao
najznacajni izvor oznaceni su jetra svinja, seme konoplje i zeleno liS¢e, a dosta ogleda
je izvedeno i sa leguminozom alfaalfa. Dokazano je da jetra svinja u intaktnom stanju
prevenira nastanak krvarenja, ali da obradena etrom gubi to svojstvo, dok je seme
konoplje i posle ekstrakcije masti etrom zadrZavalo odredeni stepen prokoagulante
aktivnosti (1935). Takode je uoceno da mikrobiom creva ima moguc¢nost da stvara
vitamin K, pa je tokom ogleda sa zivinom bilo neophodno drzati je u izuzetno Cistim
uslovima.

lako sveza riba ne sadrzi vitamin K, trula riba, ona u kojoj su se razvili
mikroroganizmi, ima antihemoragijsko dejstvo zbog Cega je postavljena hipoteza da
se vitamin K moZe sintetisati u biljkama, ali da ga mogu stvoriti i mikroorganizmi.
Edward Doisy (1893-1986), biohemicar, i njegovi saradnici u na Univerzitetu St. Louis
u Missouri-ju (SAD) su za Cetiri godine izolovali vitamin K1 iz alfaalfa (Binkley i sar.,
1939) i vitamin K2 iz trule ribe (McKee i sar., 1939) i sintetisali obe forme pokazavsi
da su u pitanju naftokinoni.

Henrik Dam i Edward Doisy su 1943. godine podelili Nobelovu nagradu za
medicinu, a za otkrice i definisanje hemijske prirode vitamina K.

Upotreba vitamina K u medicini je usledila odmah po njegovom sintetisanju u
Cistom stanju. Henrik Dam je bio ukljucen u terapiju pacijenata sa pojedinim bolestima
jetre, Zucnih puteva i tankih creva kod kojih je vitamin K mogao da spreci sklonost ka
krvarenju. Ishod je bio smanjen mortalitet prilikom hirurskih intervencija. Kod
novorodencadi, pogotovu one koja su prevremeno rodena, mikrobiom creva nije
dovoljno razvijen, zbog ¢ega je koncentracija vitamina K kod njih veoma niska, a
sklonost ka krvarenju ozbiljna. Zbog toga se vitamin K nekada ordinira majci
neposredno pre porodaja. U Srbiji kao i mnogim drugim zemljama je praksa da se u
prvih pola sata po rodenju aplikuje vitamin K novorodencetu.

KAKO VITAMIN K UTICE NA KOAGULACIJU?
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lako je u vreme otkri¢a vitamina K bilo jasno da je njegov nedostatak povezan sa
smanjenjem aktivnosti protrombina, tek je 30 godina kasnije otkriveno kako vitamin
K deluje (Bell i Matschiner, 1970).

Vitamin K je neophodan za sintezu funkcionalnih faktora koagulacije u koje
spadaju prokoagulantni proteini protrombin (II faktor koagulacije) i VII, IX i X faktor
koagulacije, kao i antikoagulantni protein C, S i Z. Bez vitamina K, ovi proteini se
sinteti$uy, ali nisu aktivni. Sta ustvari vitamin K radi? lako je vitamin K liposolubilan,
organizam ga ne deponuje u znacajnijoj koli¢ini te se vitamin K reciklira. Ciklus
vitamina K podrazumeva prevodenje oksidovane forme (vitamin K epoksid) u
redukovanu formu - hidrohinon (vitamin KH2). Hidrohinon je kofaktor za enzim y-
glutamilkarboksilazu koja katalizuje karboksilaciju glutaminske kiseline u y-
karboksiglutaminsku kiselinu. Ova karboksilacija se javlja samo na specificnim
ostacima glutaminske kiseline na proteinima ¢ija je posttranslaciona modifikacija
zavisna od vitamina K. Ta druga karboksilacija je kriticna za njihovu sposobnost da
vezuju kalcijumove jone, odnosno da obezbede zadrzavanje fibrinskog koaguluma na
mestu na kome je nastao primarni trombocitni cep. Hepatociti recikliraju vitamin K-
epoksid uz pomo¢ enzima vitamin K epoksid reduktaze prevodeci ga u hidrohinon.
Dikumarol, odnosno proizvod koji je dobio naziv Warfarin, blokiraju enzim epoksid
reduktazu smanjujuci raspolozivost hidrohinona, sprecavajuci sintezu aktivne forme
vitamin K zavisnih faktora koagulacije (Oldenburg i sar., 2008).

Vitamin K je antidot kod trovanja rodenticidima odnosno antikoagulantnim
lekovima koji deluju kao antagonosti vitamina K.

OTKRICE DIKUMAROLA

“Warfarin” je genericki naziv, a Coumadin® zasti¢eni naziv za antikoagulantnu
materiju koja je prvi put registrovana na trzistu SAD tokom 1950-ih godina, a ¢iji se
efekat zasniva na antagonizmu dejstva vitamina K. Danas se velike nade polazu u
antikoagulantne lekove C(iji se mehanizam dejstva ne zasniva na antagonizimu
vitaminu K. Taj novi tip antikoagulantnih materija ima manje nezeljenih dejstva, ali
oglasavanje tih lekova se uvek vezuje i poredi sa dejstvom “warfarin-a” jer je upravo
on dugo dominirao trziStem i vaZi za osnovi standard u antikoagulantnoj terapiji.
Prihod od prodaje “Warfarin-a” se preko fondacije Wisconsin Alumni Research
Foundation (WARF) koristi za finansiranje inovativnih programa sa nove lekove. Inace
naziv Warfarin sadrzi akronim WARF i zavrSetka "-arin", da bi se naziv mogao
povezati sa kumARINom, poc¢etnim molekulom u sintezi dikumarola.

Pri¢a pocinje u 19.veku u SAD u drzavi Wisconsin, koja je jedna od severnih drzava
u blizini velikih jezera. Evropski doseljenici su u kasnom 18. veku trgovali krznom sa
lokalnim Indijancima. Medutim, sredinom 19. veka populacija je pocela da raste i
Wisconsin je postao glavni region za uzgoj pSenice i kukuruza, a proizvodnja je dostigla
takve razmere da je ova drzava podmirivala 1/6 svih potreba za ovim namirnicama u
SAD. Medutim, intenzivni uzgoj pSenice brzo je iscrpio hranljive materije u zemljistu,
posebno azot, i biljke su postale podloznije Steto¢inama. Godine 1860. insekti su
izazvali veliku Stetu usevima. Kao rezultat toga, mnogi farmeri su se okrenuli
mlekarstvu kao alternativi i do 1899. godine preko devedeset procenata farmi u
Wisconsin-u uzgajalo je muzne krave, a region je postao glavni proizvoda¢ mlecnih
proizvoda, posebno sireva. Wisconsin je postao poznata kao Americka zemlja mleka
(Dairy-Land), a lokalni stanovnici su se zvali Cheeseheads.
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Tokom velike zimske nepogode koja je 1933. godine pogodila farmere na
srednjem zapadu Wisconsin-a, farmer Ed Carlson je vozio viSe od 250 km traZeci
okruznog veterinara da dijagnostikuje problem sa kojim se ve¢ duze vreme borio. Ali
kako je bila subota, sve je bilo zatvoreno, osim laboratorije Karl Paul Link-a, agronoma
i profesora na Univerzitetu u Wisconsin-u, u kampusu Madison. Link i njegov mladi
kolega, student Eugen Wilhelm Schoeffel su pregledali sve $to je farmer doneo: uginule
krave, kantu za mleko punu krvi i trulu detelinu. Bilo im je jasno da se radi o “Bolesti
slatke deteline” jer krv nije koagulisala, Zivotinje su uginule zbog krvarenja, a sama
detelina je bila trula. Kao da je samo providenje farmera poslalo u Link-ovu
laboratoriju.

Ova bolest je pocetkom 20. veka bila Cest problem u severnoj Americi. Frank
Schofield, veterinar koji je emigrirao iz Engleske i radio na Univerzitetu Ontario, bio je
prvi koji je utvrdio uzrok. U pocetku je mislio da je u pitanju zarazna bolest, ali
zivotinje nisu imale groznicu, niti je mogao da prenese stanje sa jedne Zivotinje na
drugu i ubrzo je shvatio da je krvarenje povezano sa ishranom krava. Lee M. Roderick
iz Severne Dakote je u isto vreme doSao nezavisno shvatio da bolest nastaje kada se
krave hrane senom koje je sadrzalo trulu detelinu. Zima 1921. bila je posebno teska i
veliki broj farmera je zavisio od uskladiStene slatke deteline da bi obezbedio sto¢nu
hranu. Sofild je prepoznao da se ovo stanje javlja samo kod Zivotinja koje su hranjene
pokvarenom slatkom detelinom. Kada bi goveda ili ovce pojele pokvareno seno, bolest
se polako manifestovala progresivnim smanjenjem sposobnosti zgrusavanja krvi (oko
15 dana) i posledi¢nim unutra$njim krvarenjem koje je obi¢no postajalo fatalno za oko
30 do 50 dana. Oni su ¢ak utvrdili da je poremecaj reverzibilan i da se moZe terapirati
transfuzijom krvi zdravih goveda. Osnovni faktori vazni za odvijanje koagulacije krvi
su 1931. godine ve¢ bili poznati, kao i funkcionalni test za dokazivanje protrombina
koji je osmislio profesor William H. Howell, urednik knjige Textbook of Physiology prvi
put Stampane joS 1896. godine. Naime, protrombin je moguce precipitirati iz plazme
goveda sa acetonom. Kada se taj precipitat doda u plazmu goveda obolelih od “Bolesti
slatke deteline”, u njihovoj plazmi se uspostavlja mogucénost koagulacije. Nazalost,
Schofield-ov univerzitet je odbio da nastavi da finansira njegovo istrazivanje i on je
vracen da predaje. Bio je toliko razocaran da je odustao od istrazivanja i postao
misionar u Koreji.

Link je prvi put ¢uo za ovu bolest od Ross A. Gortnera, Sefa Katedre za biohemiju,
na Univerzitetu u Minesoti. Istovremeno sa navedenim deSavanjima, u Wisconsin-u,
dva geneticara Royal A. Brink i William K. Smith su proucavali kumarin - hemijsku
materiju u detelini koja ima sladak miris, ali gorak ukus. Oni su pokuSavali da
selekcioniSu detelinu sa $to manje kumarina, po mogucéstvu i bez njega, da bi
eliminisali gorak ukus koji je ova materija proizvodila. Kao Sto ¢e se ispostaviti,
kumarin je molekul koji ¢e biti vrlo vazan u reSavanju misterije “Bolesti slatke
deteline”. Ujanuaru 1933. godine Karl Link zapoc¢inje saradnju sa Brink-om i Smith-om
u cilju otkrivanja molekula koji ¢ini detelinu gorkom, a u februaru 1933. godine je
farmer Ed Carlson igrom slucaja zakucao na Link-ova vrata. Dogadaj je bio tako
dramatican da je zapravo promenio tok istorije nagnavsi Link-a i Schoeffel-a da se
zareknu da Ce otkriti koja to supstanca u senu trule deteline izaziva krvarenje kod
krava.

EKSPERIMENTALNI MODEL, TEST SISTEM I HEMIJSKA EKSTRAKCIJA
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Karl Link je rad svoje laboratorije usmerio na proucavanje procesa hemostaze i
koagulacije. Sa studentima je razvio poseban test na kuni¢ima da bi mogao da testira
efekte razlicitih sastojaka sena od deteline. Cilj mu je bio da otkrije koji sastojci
deteline ili trule deteline izazivaju poremecaje koagulacije. Za to je bilo neophodno
Sest godina. Eksperimenti su ukljucivali uzgoj i selekciju kunica, optimizaciju testova
za protrombinsko vreme i hemijsku ekstrakciju aktivnih sastojaka iz deteline.
Konacno, u junu 1939, jedan od mladih saradnika, Campbell, izolovao je u kristalnom
stanju dikumarol. Potom je definisana njegova hemijska struktura (4-
hidroksikumarin i zapoceta sintetska proizvodnja - 1. aprila 1940. godine). Prirodni i
sintetski proizvod su imali jednaku bioloSku aktivnost. Tada je postalo jasno da gorak
ukus deteline i antikoagulantna materija vode poreklo od istog molekula - kumarina.
Bioloska sinteza tokom truljenja koje se odvijalo uz prisustvo gljivica
Aspergillus spp., Penicilium spp., se moZe objasniti kao oksidacija kumarina u 4-
hidroksikumarin i njegova spontana transformacija u dikumarol.

FIZIOLOSKO DEJSTVO DIKUMAROLA

Posto je sintetski dikumarol postao dostupan, brzo su utvrdena njegova svojstva.
zivina i kunic¢i najmanje. Da je potrebno 12 do 24 sata da dicumarol deluje, a da ukoliko
se daje viSekratno, ima kumulativno dejstvo. Dikumarol je paralelno ispitivan na
eksperimentalnim modelima tromboze (Dale i Jaques, 1942) i na pacijentima i
utvrdeno je da pozitivno utice na ishod tromboze (Townsend i Mills, 1942). Pokazano
je dikumarol smanjuje adheziju i agregaciju trombocita pa je pogodan kao
antitromboticni agens. Ipak, u samom pocetku primene dikumarola, lekari nisu
shvatili da vitamin K moze da kontroliSe njegovo dejstvo, iako je Karl Link to pokazao
u svojim prethodnim istrazivanjima (pregledni rad: Link, 1959). Opovrgavanje Link-
ovih eksperimentalnih rezultata je doslo ni manje ni viSe nego od Armanda J. Quick-a,
koji je smatran pionirom i prorokom istraZivanja u oblasti hemostaze i koagulacije.
Ipak, do 1950. godine se vise lekara uverilo da adekvatne doze vitamina K1 koji je
hidrosolubilan i koji se ordinira peroralno, mogu da kontroliSu dejstvo dikumarola.

Rad u laboratoriji K. Link-a je nastavljen i do 1943 je sintetisano viSe od 100
molekula koji su derivati 4-hidroksikumarina. On sam je posle duze bolesti zbog
reaktivacije tuberkuloze, tokom 1944. godine i vremena provedenog u oporavku,
proucavajuci laboratorijske rezultate kao i istoriju kontrole glodara, shvatio je koji od
sintetisanih derivata dikumarola se mogu iskoristiti za tu namenu.

DERIVAT DIKUMAROLA OSVAJA SVET

Posle otkri¢a dikumarola koji je doveo do “bolesti slatke dateline” i uginjavanja
velikog broja goveda, ovaj molekul je presao u medicinsku upotrebu i postao lek za
prevenciju tromboze. Potom je lek prihvacen kao rodenticid. Medu brojnim
sintetisanim molekulima derivatima dikumarola, 1946. godine su izdvojena dva koja
su imala mnogo potentniji molekul kada su ispitivani na pacovima, kuni¢ima i psima
(Link, 1959). Bili su hidroslubilni te pogodni za peroralnu terapiju, bez ukusa i mirisa.
Jo§ 1942. godine je bilo jasno da se dikumarol ne moZe koristiti kao rodenticid jer je
ishrana glodara bogata vitaminom K. Derivat dikumarola pod rednim brojem 42. je
1948. godine promovisan kao rodenticid i dobio je naziv Warfarin. Link u svom
predavanju (1959) objasnjava da je smrt pacova koji jedu varafrizovano zrnevlje ista
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kao u biblijskoj pri¢i “smrt nastupa bez uboda”. Link je ubrzo predloZzio lekarima da
varfarin ude u medicinsku upotrebu. To je prihvaceno sa dosta skepticizma jer je ve¢
bio nadaleko poznat kao rodenticid. Ipak, 1951. godine se desilo da je jedan mladi
vojnik u trenucima depresije pojeo oko 500 mg varfarina. Kako je proteklo vise dana
dok nije doslo do obilnog krvarenja, on se predomislio i otiSao u bolnicu. Tamo je
tretiran transfuzijom i visokim dozama vitamina K i veoma se uspe$no opravio. Taj
incident je delovao kao katalizator Kkoji je pokrenuo interesovanje za varfarin kao lek.
Varfarinje 5 do 10 puta potentniji od dikumarola. MoZe se bezbedno davati peroralno,
intravenski, intramuskularno i rektalno. Deluje brze od dikumarola, i nema potrebe
testirati protrombinsko vreme toliko cesto kao Sto je slucaj kada se primenjuje
dikumarol. Vitamin K je odlican antidot. Varfarin je 1954. godine odobren za
medicinsku upotrebu. Link je 1955. godine dobio depesu da je predsednik SAD Dwight
Eisenhower imao srcani udar i da je uspesSno terapiran varfarinom.

SADASNJOST I BUDUCNOST

Iako je varfarin postigao veliki uspeh kao rodenticid i kao antikoagulantni lek i na
jednom i na drugom polju su tokom vremena uoceni problemi koji su zahtevali, a i
dalje zahtevaju neophodna usavrSavanja. Evolucija je omoguéila da glodari vremenom
postanu otporni na varfarin zahvaljuju¢i mutaciji na genu koji kodira vitamin K
epoksid reduktazu. To je sada ve¢ veliku industriju nagnalo na sintezu novih
supervarfarina.

Kada se varfarin razmatra kao lek, treba naglasiti da postoje osobe sa vecom,
srednjom i niskom aktivno$¢u ovog enzima. Da ne bi doSlo do predoziranja ili
subdoziranja varfarina, danas se, tamo gde je to moguce, uz pomo¢ farmakogenomike
definiSe odgovor svakog pacijenta i uvodi precizna doza leka na pocetku terapije.
Takode se radi na razvoju drugih antikoagulantnih lekova koji su bezbedniji, ali i dosta
skuplji. Trenutno na trzistu postoji viSe lekova koji imaju antikoagulantni ucinak, ali i
ti lekovi imaju odredena neZeljena dejstva i ogranicenja u terapijskom efektu, tako da
je varfarin jo$ uvek u upotrebi.

Zahvalnica: Rad je podrzan sredstvima Ministarstva nauke, tehnoloSkog razvoja i
inovacija Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-47/2023-01/200143).
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