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ATEROSKLEROZLU OLGULARDA DEFIBROTIDIN
PLAZMA PROTEINLERI UZERINE ETKILERININ PAGE
YONTEMLERIYLE INCELENMESI

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DEFIBROTIDE ON PLASMA

PROTEINS OF ATHEROSCLEROTIC SUBJECTS
BY POLYACRYLAMIDE GEL ELEKTROPHRESIS

Ersin BAYRAKDAR® - Turay YARDIMCT® - Musa 8. UGUR* - Orhan N. ULUPTIN®

SUMMARY

In this work, 10 mg/kg defibrotide was injected {i.v.) Lo 8 cases with atherosclerosis.
Blood samples were taken before and 2 hours after defibrotide adminisirations. The total
protein jevels in plasma were determined by the Lowry roethod. The protein concenira-
tions were 90.16 + 9.60 mg/ml and 94.40 1 7.40 mg/ml before and after defibrotide, re-
spectively. This increase was insignificant.

The protein contents of plasma protein fractions were determined by gel densitometer
after DAVIS - PAGE. The albumin concentrations were 45.90 + 6.60 mg'ml and 46.75 *
8.80 mg/ml, the ay+ a9 -globulin concentrations were 3.75 + 2.00 mg/ml and 4.90 + 2.50
mg/ml, the B - globulin concentrations were 540 + 2.40 mg/mi and 7.00 + 3.60 mg/m], the y
- globulin concentrations were 34.84 + 5.97 mg/ml and 37.80 + 7.58 mg/mi before and after
defibrotide respectively. The increanses were insignificant.

The plasma proteins were also separated according to their molecular weights by SDS -
PAGE. 2 hours afler a single adminisiration of defibrotide, although some increases on the
protein content of some of the fractions were observed, these differences were statistically
insignificant.

Bu ¢aligmada, 8 atevoskleroziu hastays 10 mg/kg defibrotid damardan enjekie edildi.
Defibrotid uygulamasindan 8nce ve 2 saat sonra alinan kan érnekleri kontrol ve deney gru-
bu olarak kullanidi.

Plazmadaki toplam protein konsantrasyonu Lawry yontemi ile slgiilda. Kontrol
deggerleri 90, 18 + 9,60 mg/ml iken defibrotid sonras: degerlerinin 84,40 & 7,40 mg/ml
oldugu gorilda,

Plazma protein fraksiyonlarinin protein konsantrasyonlam DAVIS - PAGE yéntemi ve
jel dansitometresi kullanlarak slgitldd. Albumin degerlerinin 45,80 8,60 mg/ml iken
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46,75 6,80 mg/ml, oy + o, - giobulin degerlerinin 3,75 + 2,00 mg/ml iken 4,90 + 2,50 mg/

ml, B - globulin degerlerinin 5,46 32,40 mg/ml iken 7,00 t 3,80 mg/ml, ¥ -globulin
degerlerinin 84, 84 £ 5,87 mg/ml iken 37,80 % 7,56 mg/m! oldugu gérildd. Artiglar an-
lamsiz bulundn.

Plazma proteinlerinin melekdl agnrhiklarna gére ayriminda SDS - PAGE yonten kul-
lamldi. Jel dansitometresi yardimiyla protein bantlarinm protein konsantrasyonlan mg/ml
olarak digildit. Bantlann protein konsantrasyonlaninda anlamswz degigimler gozlendi.

GlRig

Defibrotid 16000 molekiil agrrhiginda bir polideoksiriboniikleik
asittir. Sifir akcigerinden saflagtinlan DNA'nin, depolimerizasyonu ile
elde edilir. Ozellikle endoteli akiive etmektedir ve ilac olarak tedavide
kullaniimaya baglanmgtar (1),

Koagiilasyon tizerine agik bir etkisi olmamakla beraber bir ¢ok
modellerde hem in vitro hem de in vivo deneylerde doza bagh olarak
trombus olugumunu inhibe ettigi gosterilmigtir (2). Defibrotidin doza
bagh olarak fibrinolitik aktive {izerine etkisi, fibrinolitik aktivasyon
mekanizmalarin uyarilmas: ve inhibitér aktivitesinin indirgenmesi yo-
luyla olmaktadir (3). Defibrotid prostasiklinin (PGlg) ve prostaglandin
Eg 'nin damar endotelinden yapim ve salgilanimmmi uyanr (4,5). Ayrica
defibrotidin hayvan modellerinde kalp kasmi korudugu gosterilmigtir
{(6).

Farelerde yaptifnmiz ¢aligmalarda defibrotidin total plazma pro-
tein konsantrasyonu ile birlikte bazi protein fraksiyonlarinin konsan-
trasyonlarimi artirdi: ve karacigier protein sentezini stimule ettigi
gozlendi {7,8).

Ayrica bir bagka galismada endotel hiicre kiiltiriinde protein sen-
tezini artirdi rapor edilmistir (9).

MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligmada 8 aterosklerozlu hastaya 10 mg/kg defibrotid da-
mardan enjekte edildi. Defibrotid uygulamasindan énce ve 2 saat sonra
alinan kan érnekleri kontrol ve deney gruplan olarak kullanildi. Kan
ornekleri EDTA'lL tiplere alinarak 3500 rpm'de 15 dakika gevrildi.
Tiplerden plazma kismu alinarak deneylerde kullamlmak tzere
-20°C'de saklandu.

Plazmadaki toplam protein konsantrasyonu Lowry yontemi (10)
ile mg/ml olarak hesaplandi.
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Plazma protein fraksiyonian DAVIS - PAGE Yintermi (11) ile ince-
- lendi. Jellerde akrilamid konsantrasyenu % 7.5 idi. Bu yinitemle elde
edilen kontrol ve deney gruplarmm plazma protein bantlarm igeren jell-
er, jel dansitometresine konarak jel divagramlan elde edildi (Sekil 1)
Bu diyagramlardan toplam alana karg fraksiyon alanlan % olarak bu-
lundu. Lowry vinterai ile hesaplanan toglam protein konsantrasyonu
deferlerinden her fraksiyonun profein konsanirasyenu mp/wl olarak bu-
tundu.

Plazma proteinleri molekiil afvhiklanna gére SDE - PAGE yintemi
ile incelendi {12). Jellerde, akrilamid konsantrasyonu % 5 idi. Standart
molekil agirhg kiti olarak Sigma SDS- 6H kiti kullanuldi. Bu yontemle
elde edilen jeller, jel dansitometresine konarak jel diyagramlan elde
edildi (Sekil 2.

Sekil-1 : Bir alerosklerczlu hastamm DAVIS - PAGE jelinden elde edilen

dansitometrik diyagram,

Sekil-2 : Bir aterosklerozlu hastamin plazma proteinlerinin SDS - PAGE jelinden

elde edilen dansitometrik divagram.

Bu diyagramlardan toplam alana kars: pretein bantlannmm alam
% olarak bulundu. Lowry vintemi ile hesaplanan toplam protein kon-
santrasyonu degerlerinden her protein bantimin konsantrasyonu mg/ml
clarak bulundu.
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BULGULAR VE TARTISMA

Defibrotid uygulamasindan énce ve 2 saat sonra Lowry yontemi
ile slgiilen plazmadaki toplam protein konsantrasyonunun ortalama
degerleri ve istatistiki degerlendirme sonuglan agapida gosterilmigtir,

Once  mg/ml 2 saat sonra mg/ml

90,16 + 9,60 94,40 *+ 1,40

Defibrotid uygulamasindan 2 saat sonra plazmadaki toplam pro-
tein konsantrasyonunda goriilen artig anlamsiz bulundu.

Defibrotid uygulamasindan once ve 2 saat sonra DAVIS - PAGE
yontemi, jel dansitometresi ve Lowry yontemi ile sigiilen plazma protein
fraksiyonlarina ait protein konsantrasyonlarinin ortalama degerleri ve
istatistiki degerlendirme sonuglari Tablo -1'de gisterilmistir.

Tablo-1: Defibrotid uygulamasindan énce ve 2 saat sonra plazma protein fraksiyoniarma
ait protein konsantrasyonu degerleri.

Fraksiyon Adi  Once mg/ml 2 saat sonra mg/ml
Albumin 45,90 + 6,60 46,75 % 6,80

oy +ag - glebulin - 3,78 + 2,00 4,90 + 2,50
B - globulin 5,40 =« 2,40 7,00 % 3,60
y-globulin 34,84 + 5,97 37,80 17,58

Bitin protein fraksiyonlarinin, protein konsantrasyonlarinda, de-

fibrotid uygulamasindan 2 saat sonra gorilen artiglar anlamsiz bulun-
du.

Defibrotid uygulamasindan 6nce ve 2 saat sonra SDS - PAGE
yontemi, jel dansitometresi ve Lowry yontemi ile slgiillen plazma protein
bantlarinin molekiil agirhiklarina gore protein konsantrasyonlarinin or-
talama degerleri ve istatistiki degerlendirme sonuglar: Tablo - 2'de
gosterilmigtir,
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Tabio-2: Defibrotid uygulamasindan énce ve 2 saat sonra plazma protein bantlarinin mo-
lekil agirbklarna gore protein konsanirasyonlarn deferleri.

Bant No. MW Dalton  Once mg/ml 2 saat sonra mg/ml

1 353000 4,24 + 1,45 4,14 + 1,50
2 242000 0,56 + 0,67 0,87 + 0,85
3 203000 1,05 + 0,97 1,24 + 0,85
4 179000 1,00 = 0,40 1,00 + 0,50
5 166000 1,00 £ 0,70 0,70 * 0,40
6 133000 2,10 + 2,10 2,30 + 2,90
7 123000 2,00 + 1,30 1,80 + 1,20
8 116000 1,56 + 0,80 1,70 + 0,90
9 98000 6,80 + 3,70 7,10 = 2,80
10 78000 48,10 + 13,20 53,80 + 10,50
11 64000 12,40 + 4,30 12,10+ 2,15
12 52000 1,70 + 1,10 2,40 + 1,20
13 28000 7,60 + 2,20 720 + 1,60

Biitiin protein fraksiyonlanmn, protein konsantrasyonlarnda, de-
fibrotid uygulamasindan 2 saat sonra gdrilen degigimler anlamsiz bu-
lundu.

Aterosklerozlu hastalarda defbrotidin etkisi in vive olarak
cahsilmig ve defibrotidin, aterosklerozda azalan prostasiklini (13}
¢-AMP seviyesini arthirdign (14,15), yine aterosklerozda artiigh bilinen
trombosit fonksiyvonlarini inhibe etiigi (16,17), anlamh olarak azalan
protein C'vi artimirken yine azalmis olan protein §' e etkisiz kaldig (18)
gisterildi. Trombosit membranim da invivo olarak etkiledigi, ateroskie-
rozda defektif olan glukoz transportunu arttirirken (19,20), trombosit
membramnin integral bir proteini olan ve aterosklerozda azalmig olan y
- glutamil transferaz da arttirdiin ghsterildi (21,22,23).

Bu ¢aligmada ise tek dozluk defibrotid uygulamasindan 2 saat
sonra dahi plazmadaki toplam protein konsantrasyonunda ve plazma
protein fraksiyonlarimin protein konsantrasyonlarinda istatistiki
bakimdan anlamsiz olmakla birlikte goriilen artiglar, defibritodin uzun
siireli kullamimasinda dokularda biiyiik bir slasibikla segici olarak pro-
tein sentezini ve/veya salgilamasimi arttiniar etkisi oldufunu
gostermektedir.
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