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ATEROSKLEROZLU OLGULARDA DEFIBROTIDIN PLAZMA
PROTEINLERI UZERINE ETKILERININ IZOKRATIK HPLC ILE
INCELENMESI

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DEFIBROTIDE ON
PLASMA PROTEINS OF ATHEROSCHLEROTIC SUBJECTS BY
ISOCRATIC HPLC

Ersin BAYRAKDAR® - Ertugrul YURTSEVER” - Turay YARDIMCI®

SUMMARY

In this work 10 mg/ kg defibrotide was injected (1. v. ) to 8 cases with atherosclero-
sis. Blood samples were taken before and 2 hours after defibrotide administrations. The to-
tal protein concentrations in plasma were determined by Lowry method. The protein con-
centrations were 90.16 + 9.60 mg / ml and 96.40 + 7.40 mg / ml before and after defibrotide
applications respectively. This increase was insignificant. The plasma proteins were also se-
pareted according to their molecular weights by isocratic HPLC. Although some increases
on the protein content of all the fractions two hours after a single administrations of defib-
rotide were observed, these incerases were statistically insignificant.

OZET

Bu cahigmada 8 ateroskleroziu hastaya 10 mg/ kg defibrotid damardan enjekte edil-
di. Defibrotid uygulamasindan énce ve 2 saat sonra alinan kan érnckleri kontrol ve deney
grubu olarak kullamildy. Plazmadaki total protein konsantrasyonu Lowry yontemi ile sleiil-
dit. Kontrol degerleri 90,16 + 9,60 mg / ml iken defibrotid sonras: degerlerinin 96,40 + 7,40
mg / ml oldugu gorildi.

Plazma proteinlerinin molekiil agirhklarina gore aywimmda izokratik HPLC kulla-
nildi. Tek doz defibrotid uygulamasindan 2 saat sonra biitiin protein fraksiyonlarinin prote-
in konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamsiz bulunan bazi artiglar gézlendi
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GIRIS VE AMAC

Sifir akeigerinden saflagtinlan DNA'min depolimerizasyonu ile el-
de edilen defibrotid 16000 Da molekiil agirligindadir. Defibrotidin koagt-
lasyon lizerine agik bir etkisi olmamakla birlikte, in vitro ve in vivo ola-
rak bir ¢ok modellerde trombus olusumunu doza bagh olarak inhibe
ettigi gosterilmistir (1). Defibrotidin doza bagh olarak fibrinolitik aktivi-
te lzerine etkisinin fibrinolitik aktivasyon mekanizmalarimn uyariimas:
ve inhibitor aktivitesinin indirgenmesi yoluyla oldugu gosterilmistir (2).
Defibrotidin, prostasiklinin ve prostaglandin E9'nin damar endotelinde
yapilmasini ve salgilanmasim uyardign (3,4) ve ayrica hayvan modelle-
rinde kalp kasim korudugu gosterilmistir (5). Farelerle yapilan ¢alisma-
larda defibrotidin total plazma protein konsantrasyonu ile birlikte baz:
fraksiyonlann protein konsantrasyonlarim arttirdign (8) ve karaciger pro-
tein sentezini uyardigr gosterilmistir (7). Ayrica bir bagka calismada da
endotel hiicre kiiltiiriinde protein sentezini arttirdigs gosterilmigtir (8).
Bu gahsmada ise aterosklerozlu hastalarda tek dozluk defibrotid uygula-
masinin plazma proteinleri iizerine etkisi aragtinlmistir.

MATERYAL VE METOD

Bu caligmada 8 aterosklerozlu hastaya 10 mg / kg defibrotid (. v.)
olarak uygulandi. Uygulamadan énce ve 2 saat sonra EDTA'L kan 6rnek-
leri alinarak 3500 rpm'de 15 dakika santrifij edildi, Tiplerden plazma
kisimlan ahnarak kontrol ve deney gruplan olarak kullamldi. Total pro-
tein konsantrasyonu Lowry yontemi ile olgiildi. Plazma proteinlerinin
molekiil agirhklanna gore ayriminda izokratik HPLC kullanildi. Cihaz -
Model 510 pompa (Waters), Kolon : Protein PAK- 300 SW (W aters), En-
jektsr : Valf tipi, Model USK (Waters), Dedektor : Degigken dalga bovlu-
UV, 280 nm, 0,06 AUFS Model 481 (Waters), Kaydedici : Data module,
Model 730 (Waters), Mobil faz : 0,1 M fosfat tamponu (pH= 7), Akis hiz: ¢
1ml/dak., Kagat uzi: 1 cm / dak.

Plazmalar HPLC kolonuna 25 ul enjekte edildi. Kaydedicinin ver-
digi kromatogram pik alanlart ve Lowry yéntemi ile bulunan total prote-
in konsantrasyonu degerleri yardimyla her bir pikin protein konsantras-
yonu mg / ml olarak hesaplandi. Piklerin molekiil agirhklars Sigma
standart proteinleri yardimyla hesapland:. Standart proteinlerin log
(mol . ag.) ve Ry degerleri yardimiyla regresyon denklemi bulundu. Pikle-
re ait Ry degerleri bu denklemde yerine konularak her bir pikin molekiil
agirhg degeri hesaplands.
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Sigma standart proteinleri, molekil agirhiklar, bunlara ait HPLC
kromatogramndan saptanan Ry degerleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1: Sigma standart proteinlerinin molekiil agwrhiklary, log (mol ag. ),

Rt degerleri.
Standart protein Mcl. ag. (Da) log (mol. ag.) Ry (dak.)
Tyroglobulin
Bovine 669000 5,83 1,0
Apoferritin 443000 5,65 2,0
B - Amylase 200000 5,30 3,0
Aleohol
Dehydragenase 150000 5,18 4,0
Albumin Bovine
Serum 66000 4,82 5,67
Carbonic Anhydrase 28000 4,46 7,37
Cytochrome C 12400 4,09 9,16

Regresyon denklemi y = 6,013 - 0,210x olarak bulundu. HPLC kro-
matogramindaki protein piklerinin Ry degerleri x yerine konarak, regres-
yon denkleminden log (mol. ag. ) degerleri, bu degerlerdende her bir pro-

tein pikinin molekiil agirh@ hesapland: ( Tablo 2).

Tablo 2 : HPLC kromatogramindaki plazma protein piklerinin Rt, log (mol.
ag.), molekil agiwhg degerleri.

Pik no Rt ( dak.) log ( mol.ag.) Mol. ag.
1 2,48 5,50 313600
2 3,60 5,26 180700
3 4,11 5,15 141200
4 5,90 4,77 59400
5 6,21 4,71 51100
6 6,90 4,56 36600

|

Plazma total protein konsantrasyonu degerleri defibrotid uygula-
masindan énce 90, 16 + 9,16 mg / ml iken uygulamadan 2 saat sonra
96,40+ 7,40 mg/ ml olarak bulundu. (n = 8, p > 0,05)
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HPLC kromatogramlarindaki ( Sekil 1) plazma protein piklerinin
protein konsantrasyonlanna ait ¢ kontrol Y€ € deney degerleri Tablo 3'de
gbsterilmistir.

$.31
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INJECT

Sekil - 1: Plazma proteinlerine ait bir HPLC kromatogram érncgi.

Table 3 : HPLC kromatogramlarindaki plazma protein piklerinin protein kon-
santrasyonlarina ait ¢ kontrol ve ¢ deney degerleri (n= 8).

Pik no Mol. ag. € Yontro] (Mgmb ¢ deney {mg/ mi) Ist. deg.
i 313600 14,4+33 15,0+4,2 p>05
2 180700 22,4+25 23,2+3,4 p>05
3 141200 447+73 50,1+7.8 p>0,1
4 59400 3,2+08 3,56+£0,9 p>0,1
5 51100 2,9+0,6 3,4+0,7 p>0,1
8 36600 0,4+0,1 0,5+0,1 p> 0,05

Tablo 3'deki degerlerin siitun grafikleri Sekil 2'de gosterilmistir.
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Sekil- 2: ¢ kontrol Y€ € deney stitun grafikleri.

Tablo 3'den de gorildigi gibi protein konsantrasyonlarina ait ar-
tiglar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

TARTISMA

Aterosklerozlu hastalarda defibrotidin etkisi in vivo olarak ¢ahgl-
mig ve defibrotidin, aterosklerozda azalan prostasiklini (9), cAMP seviye-
sini arttirdiga (10,11), yine aterosklerozda arttigr bilinen trombosit fonk-
siyonlarm inhibe ettigi (12,13) , anlamh olarak azalan protein C'yi
arttirirken yine anlamh olarak azalan protein S'ye etkisiz kaldigr goste-
rilmigtir (14). Yine defibrotidin trombosit membrammn da in vivo olarak
etkiledigi, aterosklerozda defektif olan glukoz transportunu arttinrken
(15,16), trombosit membrammn integral bir proteini olan v - glutamil
transferaz da arttirdifn gosterilmistir (17). Aterosklerozlu hastalarda
PAGE yontemleri kullanilarak yapilan bir cahismada ise albumin, U1, &g,
B, v - globulin fraksiyonlarinda anlamsiz artiglar gorilmigtiir (18). Bu
cahismada tek dozluk defibrotid uygulamasindan 2 saat sonra plazma to-
tal protein konsantrasyonu ile plazma protein piklerinin protein kon-
santrasyonlarnnda gorilen artiglar, istatistik bakimdan anlamsiz olmak-
la birlikte, defibrotidin uzun siireli kullamilmasinda dokularda biivik bir
olasilikla segici olarak protein sentezini ve / veya salgilanmasim arttine
etkisi olabilecegini gostermektedir.
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