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SUMMARY

In this work, 12 mg/ky defibrotide was injected (i.v.) to BALB/C type mice everyday for
21 days. Blood samples were taken before, on 15th and on 21st days after injection. The
samples taken before defibrotide administration were used as controls.

The total plasma protein level deternined by the Lowry method was found to be
53.22+4.80 mg/ml for the controle and they were 57.4447.82 mg/m! on the 15th day and
71.84420.00 mg/m! on the 21st day after defibrotide administration, respectively. The in-
crease in the plasma protein level between the contrel group and the 21st day group was
found to be statictically significant.

The plasma protein distributions were obtained by DAVIS.PAGE and the protein con-
centrations in fractions were determined by gel densitometer. Albumin concentration was
found to be 16.0024 80 mg/mi for the controls. The 15th day defibrotide administration
mean value was 15.890+1.60 mg/md and 21 st day it was 22.50+6.60 mg/ml. The increase
in the 21st day was found to be statistically significant from both the control and 15th day
values. The mean value of «1 and ¢g globulins when evaluated together was found to be
£.00+1,80 mg/ml for the control group and it was 5.1032.10 mg/ml for 15th day and
5.8012.20 mg/ml for the 218t day group. The differences were insignificant. The B-globulin
levels were 9.5042.30 mg/ml, 9.10£1.80 mg/ml, 14.0034.80 mg/mi, for control, 15th and
21st day groups, respectfully. The differences between the 21st day compared to control
and the 15th day groups were statistically significant. v -globulin fractions had protein val-
ues as 18.3536.56 mg/ml, 27.404£5.03 mg/m! and 29.9017.08 mg/ml, for conirol, 15th day,
21st day groups, respectively. The differences between the control group and the 15th day,
and 21st day groups weve sigaificant whereas the difference between the 15th and 2ist
day groups were found to be statistically insignificant.

When the protein fractions were determined by SDS-PAGE according to their molecular
weights, the proteins with 68000 and 78000 Daltons were found to be significantly de-
creased after 15 and 21 days of defibrotide administrations. The other protein fractions
obtained by SDS-PAGE showed increases in their protein content after defibrotide admin-
istrations.
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Bu gabgmads BALB/C tiiriinden {arelere 21 gin stire ile her giin 12 mg/kg defibrotid
intraperitonal olarek enjekte edildi. Kan srnekleri 15. ve 21. ginlerde alindi. Defibrotid
uygulamasindan doce alinan kan érneklert kontrol grubu olarak kullamids.

Plazmadaki toplam protein konsantrasyonu degerleri Lowry yéntemi ile bulundu. Kon-
irol deferlerinin B: 4,80mg/ml iken, 15, giin deferlerinin 57,4447 82 mg/mi, 21. giin
degerlerinin 71,84£20,00 mg/ml oldugu goraldu. Kontrel 21.gin deferlerindeki arf1g an-

lamb bulandu.

Plazma protein fraksivenlarim protein konsantrasyonlan DAVIS-PAGE yéntemi ve jel
dansitometresi kollamiarak bulundu. Albumin kentrol deferlerinin 16,0044,80 mg/ml
iken, 18, gin degerlerinin 15,8011,60 mg/ml, 21. giin degerlerinin 22,5046,80 mg/ml
oldufu gvildy. 18, gin-21. gin degerlerindeki artig anlamh bulundu. oy + g - globulin
kontrol degerierinin 5,0021,60 mg/m! iken, 18. giln degerlerinin 5,10+2,10 mg/mi, 21. gin
degerlerinin 5,8022,20 mg/ml oldugu goraldi. 8 - globulin kontrol degerlerinin 9,50+2,30
mg/mi iken, 15. giin degerlerinin 3,10£1,90 mg/m}, 21. gin degerlerinin 14,0044,80 mg/ml
oldugu goritlda. Kontrol -21. gin ve 15400 - 21. giin degerlerindeki artig anlamh bulundu.

Plazma protelalerinin molekal agirhklanna gére ayrim: ve her bantin protein konsan-
trasyonu SDS-PAGE yéntemi ve jel dansitometresi kullanilarak hesaplandi. Defibrotid uy-
gulamasindan sonra 68000 ve 78000 Dalton molekitl agirliklh bantlarin protein konsan-
trasyonlarinda azaly, diger banilarin protein konsantrasyonlarinda ise artig goruldu.

GiRig

Profibrinolitik ve antitrombotik etkili bir ilag olan defibrotid (Proci-
clide (R) Crinos) 16000 molekiil agirhiginda dogal bir polideoksiri-
bonikleik asitdir. In vitro deneylerde Iskositlerde prostancid sentezini
inhibe ettigi (1,2), kopeklerde olusturulan trombus modelinde endoteli
koruyucu etkisinin oldugu (3,4), maymunlarda TXo yapimin: inhibe edip
PGly formasyonunu arttirdifa (5), insanda trombosit fonksiyonlarini in-
hibe ettigi (6), t-PA seviyesini artinrken, t-PA-inhibitérini (PAD)
azalttigh (8) gosterildi.

Defibrotidin ¢ok yonli etkisinden dolay: plazma proteinlerinde
meydana getirebilecefi degisimleri de arastirmak istedik. Plazma ve
serum proteinlerindeki degigimleri aragtirmada poliakrilamid gel elek-
troforezi yontemlerinin Gstiinligini daha snceki gahigmamizda (9) tesbit
ettigimizden bu caligmamizda defibrotidin etkisiyle olusan plazma pro-
teinlerinin dafilim ve konsantrasyonlarnindaki degisimler DAVIS-PAGE
ve SDS-PAGE yontemleri ile incelenmigtir.
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MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada BALB/C tirinden 1,5 ve 2 aylik, 24-30 gram
agirhinda 12 fare kullamildi. Farelere 21 glin stive ile her gin 12 mgkg
defibrotid intraperitonal olarak enjekte edildi. 15. ve 21, giinlerde kan
grnekleri ahindi. Defibrotid uygulamasindan 6nce alinan kan drnekleri
kontrol grubu clarak kullanildi. Kan trnekleri farelerin gézalty veninden
heparinli hematokrit tiplert ile alindi. Tipler hematokrit cthazinda
12000 rpm'de 10 dakika cevrildi. Tiplerden plazma kismu abinarak de-
neylerde kullanmlmak iizere -20°C'de saklandy.

Plazmadaki toplam protein konsantrasyonu Lowry yéntemi (10)
ile mg/ml olarak élgildd.

Plazma protein fraksivoniarn DAVIS-PAGE yinterni (11) ile ince-
lendi. DAVIS-PAGE jellerinde skrilamid konsanirasyonu %7,5 idi. Bu
yiéntemle elde edilen edilen kontrol ve deney gruplarnimn plazma protein
bantlarini igeren jeller (Resim 1), jel dansitometresine konarak jel diya-
gramlan elde edildi. Bu diyagramlarda, (Sekil 1) gorildiga gibi plazma
protein fraksiyonlan albumin, ay + ¢g - globulin, B- globulin, y - globulin
seklinde gruplandinilarak toplam alana karg: fraksiyon alanlan % ola-
rak hesaplandi. Lowry yéntemi ile bulunan toplam protein konsantras-
yonu degerlerinden de fraksiyonlarin protein konsantrasyonlar mg/ml
olarak hesapland.

Once 15.gin 21.gin

Resim-I: Bir farenin plazme proteinlerinin defibrotid uygulamasindan Suce, 15. giin,
21, giin DAVIS-PAGE jelleri.
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Sokil-1: Bir farenin plazma proteinlerinin DAVIS-PAGE jelinden elde edilen dansitometrik
diyagram.

Sekil-2: Bir farenin plazma proteinlerinin SDS-PAGE jelinden elde edilen dansitometrik
diyagram.

Plazma proteinlerinin molekiil agarbiklarina gore dagilimlan SDS-
PAGE ytntemi (12) ile incelendi. Jellerde akrilamid konsantrasyonu %5
idi. Standart molekiil agirhifa kiti olarak Sigma SDS-6H kiti kullanild:.
Bu yontemle elde edilen jeller, jel dansitometresine konarak jel diya-
gramlan elde edildi. ($ekil 2) Bu diyagramlardan toplam alana kars,
protein bantlannin alanlan % olarak hesaplandi. Lowry yontemi ile bu-
lunan toplam protein konsantrasyonu degerlerinden bantlarin protein
konsantrasyonlar: mg/ml olarak hesaplandi.

BULGULAR VE TARTISMA

Defibrotid uygulamasindan 6énce ve sonra Lowry véntemi ile
dlgiilen plazmadaki toplam protein konsantrasyonunun ortalama
degerleri ve istatistiki degerlendirme sonuglan asagida gosterilmistir.
(Ortx Sp; n=12)




ERSIN BAYRAKDAR - MUSA §. UGUR - ADILE CEVIKBAS - 53
TURAY YARDIMCI - ORHAN N. ULUTIN

Kontrol mg/mi 15. gin  mg/ml 21. giin  mp/ml

53,22 = 4,80 5744 + 7,82 71,54 + 20,60

Kontrol -15. giin, 15. giin -21. giin degerlerindeki artis anlamsiz,
kontrol -21. giin degerlerindeki artis anlamh (0,02<p<0,05) bulunda,

Defibrotid uygulamasindan $nce ve sonra DAVIS-PAGE vintemi,
jel dansitometresi ve Lowry yéntemi ile slgiilen plazma protein frak-
sivonlarina ait protein konsantrasyoenlarimin ortalama degerleri ve ista-
tistiki degerlendirme sonuclar asathda gosterilmistir.

Albumin degerlers:

Kontrol  mg/mi 15. giin  mg/ml 21, glin  mg/mi

16,00 + 4,80 15,80 + 1,80 22,50 + 6,60

Kontrol -15. giin ve kontrol -21. degerlerindeki degisimler an-
lamsiz, 15, giin-21. giin deferlerindeki arlis anlamb (0.02<p<0.05) bu-
lundu.

oy + Qg - globulin degerleri:

Kontrol mg/ml 15. gin  mg/ml 21 giin mg/ml

5,00 = 1,60 5,i6 £ 2,10 5,80 + 2,20
Bitin gruplardaki artiglar anlamsiz bulundu,
B - globulin degerleri:

Kontrol mg/ml 15. gin  mg/mli 21. glin mg/ml

9,50 = 2,30 9,10 + 1,90 14,00 = 4,80

Kontrol -21. giin (0.02<p<0,058), 15. giin -21. giin {0.02<p<0.05)
degerlerindeki artiglar anlamh, Kontrol -15. giin degerlerindeki azahs
anlamsiz bulundu.

y- globulin degerleri;

Kontrol mg/ml 15. giin  mg/ml 21. gin  mg/ml

18,35 % 6,56 2740 * 5,03 29,80 = 7,08
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Kontrel -15. giin (0.001<p<0.01), kontrol -21. giin (0.001<p<0.01)
degerlerideki artiglar anlamb, 15. giin -21. giin degerlerindeki artis an-
lamsiz bulundu.

Defibretid uygulamasindan énce ve sonra SDS-PAGE yéntemi, jel

dansitometresi ve Lowry yéntemi ile &lgiilen plazma protein bantlanmn
TY ¥ & 1Y P

molekdl agirbklarina gbre protein konsantrasyonlarnin ortalama

degerleri ve istatistiki degerlendirme sonuclari Tablo-1'de gosterilmistir.

Table-1: Defibrotid nygulamasindan Snce ve sonra plazma protein bantlarinin molekil
afirhkiarina gore protein konsantrasyonu degerieri.

!

Bant no. MW Dalion Kontrel mg/ml 15, gun mg/mil 21. giin mg/ml
1 371000 L,17 + 1,17 140 + 1,20 3,00 £ 2,35
2 327000 0,38 + 043 0,42 £ 0,49 0,79 £ 1,10
3 282000 0,45 + 0,30 L10 + 0,42 1,066 + 0,82
4 242000 0,83 £ 0,70 1,84 + 0,860 2,10 + 0,50
5 188000 L16 £ 0,80 1,16 £ 0,50 1,47 + 6,80
8 1790060 6,85 + 0,70 Lo0 £ 0,70 1,06 + 1,10

7 147000 L0G t 0,80 1,30 + 0,80 1,20 £ 0,60
§ 117000 8,30 + 2,20 7,10 + 1,80 9,60 + 1,80
8 96000 23,26 + 8,00 23,80 + 2,70 33,10 £6,80

10 Y8000 8,25 + 3,10 784 £ 2,24 790 + 1,30
11 88000 1,45 + 9,70 0,96 + 0,34 1,36 £ 0,20
12 51000 1,48 + 0,80 2,10 £ 0,90 2,30 + 0,40
13 28000 6,90 + 2,80 7,30 & 1,70 7,70 + L0

1,2,5,6,7 ve 13 No.lu bantlarda Kontrol -15. giin, kontrol -21. giin,
15. giin -21. giin degerlerindeki artiglar anlamsiz olarak bulunmustur.

3 ve 4 No.lu bantlarda Kontrol -15. giin, Kontrol -21. giin
degerlerindeki artiglar anlamhi (0.02<p<0.05), 15. giin -21. giin
degerlerindeki artig anlamsiz bulundu.

8 ve 9 No.lu bantlarda kontrol -21. giin, 15. giin -21. giin
degerlerindeki artiglar anlamli (0.02<p<0.05), kontrol -15. giin
degerlerindeki artig anlamsiz olarak bulundu.

10 No.lu bantta bitiin gruplardaki azahslar anlamsiz olarak bu-
lundu.
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11 No.lu bantta Kontrol -15. gtin, Kontrol -21. giin degerlerindeki
azahslar anlamsiz, 15. giin -21. gin degerlerindeki azalig anlamh
{0.02<p<0.05) bulundu.

12 No.lu bantta Kontrol -15. giin, 15. giin -21. giin degerlerindeki
arfiglar anlamsiz, Kontrol -21. gin degerlerindeki artis anlamb
{0.02<p<0.05) bulundu,

Bu bulgular defibrotid uygulamasimin, farelerinin kan plazma pro-
teinlerinin konsantrasyvonlarinin artmasina neden oldugunu
gostermektedir. Bu da bu konuda daha 6nce yapliimuz, 1 haftabk defi-
brotid aygulamas: (13) sonuglarin: dogrulamaktadir.

Defibrotid uygulanan farelerin doza bagl olarak karacier
hiicrelerini ultrastritktiie] incelenmesi sonucunda graniiler endoplazmik
retikulumun artg ghsterdigl, parmak izi yapilarmmn yogunlagtif ve pro-
tein sentezinin arti gosterdigi saptanmustir (14).

Yine bulgulanimizi dogrulayan bir basks ¢cahsmada ise (15) endo-
tel hiicre kiltirinde defibrotid uygulamasinin endotel hicre
cogalmasina neden oldugu ve endotel hiicresindeki protein sentezini
arttardaf gosterilmistir,

Sonug olarak, defibrotid uygulamasindan sonra plazma proteinler-
inin konsantrasyonlarinda gorillen artiglar, biiylik bir olasihikla, defi-
brotidin karacigerde ve/veya diger hiicrelerde protein sentezini
arttirmas: ile birlikte plazmaya salgilanmasmmi da artthirdiim
gistermektedir,
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