Mar. Univ.Ecz.Der., J.Pharm.Univ.Mar.,
# (1), 40-56 (1990) 6 (1), 49-56 (1990)
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SUMMARY

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

The total plasma protein level deternined by the Lowry method was found to be
A4 4844 80 mg/ml for the controls and they were 57.44+7.82 mg/ml on the 15th day and
71.84480.00 mg/ml on the 21st day after defibrotide administration, respectively. The in-
stease (n the plasma protein level between the control group and the 21st day group was
fiind 1o be statictically significant.

'he plasma protein distributions were obtained by DAVIS-PAGE and the protein con-

tratlons in fractions were determined by gel densitometer. Albumin concentration was

wid 10 be 16.00+4.80 mg/ml for the controls. The 15th day defibrotide administration
wean value was 15.9041.60 mg/ml and 21 st day it was 22.5016.60 mg/ml. The increase
i the 21st day was found to be statistically significant from both the control and 15th day
valuss. The mean value of a7 and ag globulins when evaluated together was found to be
§ 0041,00 mg/ml for the control group and it was 5.1012.10 mg/ml for 15th day and
§ 048,20 mg/m] for the 21st day group. The differences were insignificant. The B-globulin
luvals wore 9.5042.30 mg/ml, 9.10+1.90 mg/ml, 14.00+4.80 mg/ml, for control, 15th and
$1at day groups, respectfully. The differences between the 21st day compared to control
sl the 16th day groups were statistically significant. y -globulin fractions had protein val-
Wik &4 18.8546.56 mg/ml, 27.40£5.03 mg/ml and 29.90+7.08 mg/ml, for control, 15th day,
#1st day groups, respectively. The differences between the control group and the 15th day,
wnil B1at day groups were significant whereas the difference between the 15th and 21st
iy groups wore found to be statistically insignificant.

Whan the protein fractions were determined by SDS-PAGE according to their molecular
welghts, the proteins with 68000 and 78000 Daltons were found to be significantly de-
srenned after 15 and 21 days of defibrotide administrations. The other protein fractions
uhialned by SDS.PAGE showed increases in their protein content after defibrotide admin-
Ietiatione,
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OZET

Bu ¢aligmada BALB/C tiirinden farelere 21 giin siire ile her giin 12 mg/kg defibrotid
intraperitonal olarak enjekte edildi. Kan drnekleri 15. ve 21. giinlerde alindi. Defibrotid
uygulamasindan 6nce alinan kan &rnekleri kontrol grubu olarak kullanilds.

Plazmadaki toplam protein konsantrasyonu degerleri Lowry yéntemi ile bulundu. Kon-
trol degerlerinin 53,22+4,80mg/ml iken, 15. giin degerlerinin 57,4417,82 mg/ml, 21. glin
degerlerinin 71,94+20,00 mg/ml oldugu gériildii. Kontrol 21.gin degerlerindeki artig an-
lamh bulundu.

Plazma protein fraksiyonlarmin protein konsantrasyonlarn DAVIS-PAGE yontemi ve jel
dansitometresi kullanilarak bulundu. Albumin kontrol degerlerinin 16,00+4,80 mg/ml
iken, 15. giin degerlerinin 15,90+1,60 mg/ml, 21. giin degerlerinin 22,50+6,60 mg/ml
oldugu gorildd. 15. gin-21. gin degerlerindeki artig anlamh bulundu. @) + 09 - globulin
kontrol degerlerinin 5,00%£1,60 mg/ml iken, 15. gin degerlerinin 5,10+2,10 mg/ml, 21. giin
degerlerinin 5,80+2,20 mg/ml oldugu goriildd. 8 - globulin kontrol degerlerinin 9,50+2,30
mg/ml iken, 15. giin degerlerinin 9,10+1,90 mg/ml, 21. giin degerlerinin 14,00+4,80 mg/ml
oldugu gérilda. Kontrol -21. gun ve 15.glin - 21. giin degerlerindeki artig anlamh bulundu.

Plazma proteinlerinin molekiil agirhklarna gére aynim ve her bantin protein konsan-
trasyonu SDS-PAGE yéntemi ve Jel dansitometresi kullanilarak hesaplandi. Defibrotid uy-
gulamasindan sonra 68000 ve 78000 Dalton molekiil agirhikh bantlarin protein konsan-
trasyonlarinda azals, diger bantlarin protein konsantrasyonlarinda ise artig gérildii.

GIRIiS

Profibrinolitik ve antitrombotik etkili bir ilag olan defibrotid (Proci-
clide (R) Crinos) 16000 molekiil agirhfinda dogal bir polideoksiri-
boniikleik asitdir. In vitro deneylerde lokositlerde prostanoid sentezini
inhibe ettigi (1,2), képeklerde olusturulan trombus modelinde endotel;
koruyucu etkisinin oldugu (3,4), maymunlarda TXg yapimini inhibe edip
PGIg formasyonunu arttirdih (5), insanda trombosit fonksiyonlarin in-
hibe ettigi (6), t-PA seviyesini artirirken, t-PA-inhibitériinii (PAI)
azalttig (8) gosterildi.

Defibrotidin ¢ok yénlii etkisinden dolay1 plazma proteinlerinde
meydana getirebilecegi degisimleri de aragtirmak istedik. Plazma ve
serum proteinlerindeki degigimleri aragtirmada poliakrilamid gel elek-
troforezi yéntemlerinin ustiinliigiini daha énceki ¢aligmamizda (9) tesbit
ettifimizden bu galiymamizda defibrotidin etkisiyle olugan plazma pro-
teinlerinin dagilim ve konsantrasyonlarindaki degigimler DAVIS-PAGE
ve SDS-PAGE yéntemleri ile incelenmigtir,
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MATERYAL VE METOD

~ Bu ¢ahgmada BALB/C tirinden 1,5 ve 2 ayhk, 24-30 gram
sthiinda 12 fare kullanildi. Farelere 21 giin siire ile her giin 12 mg/kg
fibrotid intraperitonal olarak enjekte edildi. 15. ve 21. giinlerde kan
(leri alindi. Defibrotid uygulamasindan énce alinan kan ornekleri
ntrol grubu olarak kullanildi. Kan érnekleri farelerin gézalta veninden
heparinli hematokrit tiipleri ile alindi. Tapler hematokrit cihazinda
B000 rpm'de 10 dakika cevrildi. Tiplerden plazma kism ahnarak de-
ylorde kullamlmak iizere -20°C'de sakland.

_ Plazmadaki toplam protein konsantrasyonu Lowry yontemi (10)
18 mg/ml olarak dlgildi.

! Plazma protein fraksiyonlar1 DAVIS-PAGE yéntemi (11) ile ince-
Jendl. DAVIS-PAGE jellerinde akrilamid konsantrasyonu %7,5 idi. Bu
intemle elde edilen edilen kontrol ve deney gruplarinin plazma protein
antlarin igeren jeller (Resim 1), jel dansitometresine konarak jel diya-
uimlan elde edildi. Bu diyagramlarda, (Sekil 1) goriildiigi gibi plazma
i fraksiyonlan albumin, o + ag - globulin, 8- globulin, v - globulin
shlinde gruplandinlarak toplam alana kars: fraksiyon alanlan % ola-
k hosaplandi. Lowry yontemi ile bulunan toplam protein konsantras-
4 degerlerinden de fraksiyonlarin protein konsantrasyonlar mg/ml

lurnk hesapland:.

Once 16.gin 21, gin

e e e favinln wlasma avatainlarinin defibrotid uvgulamasindan dnce, 16, gin,




52 MARMARA UNIVERSITESI ECZACILIK DERGISI

TS

)
EE 7y (R S T
B b 2 e Do
LN
N\ e

$ekil-1: Bir farenin plazma proteinlerinin DAVIS-PAGE jelinden elde edilen dansitometrik
diyagram.

§ekil-2: Bir farenin plazma proteinlerinin SDS-PAGE jelinden elde edilen dansitometrik
diyagrami.

Plazma proteinlerinin molekiil agarhklarina gire dagilimlan SDS-
PAGE yontemi (12) ile incelendi. Jellerde akrilamid konsantrasyonu %5
idi. Standart molekiil agirh# kiti olarak Sigma SDS-6H kiti kullanilda.
Bu ybntemle elde edilen jeller, jel dansitometresine konarak jel diya-
gramlan elde edildi. (Sekil 2) Bu diyagramlardan toplam alana kars,
protein bantlarinin alanlan % olarak hesaplandi. Lowry yéntemi ile bu-
lunan toplam protein konsantrasyonu degerlerinden bantlarin protein
konsantrasyonlar: mg/ml olarak hesapland:.

BULGULAR VE TARTISMA

Defibrotid uygulamasindan énce ve sonra Lowry yéntemi ile
olgiilen plazmadaki toplam protein konsantrasyonunun ortalama
degerleri ve istatistiki degerlendirme sonuglan agagnda gosterilmigtir,
(Ort.x Sp; n= 12)



IN BAYRAKDAR - MUSA S. UGUR - ADILE GEVIKBAS - 53
Y YARDIMCI - ORHAN N. ULUTIN

Montrol  mg/ml 15. giin mg/ml 21. giin mg/ml

+ 4,80 57,44 * 7,82 71,94 + 20,00

Kontrol -15. giin, 15. giin -21. giin degerlerindeki artig anlamsiz,
" 0l -21. giin degerlerindeki artig anlamh (0,02<p<0,05) bulundu.

~ Defibrotid uygulamasindan énce ve sonra DAVIS-PAGE ydntemi,
dunsitometresi ve Lowry yontemi ile dlgiilen plazma protein frak-
iyonlarina ait protein konsantrasyonlarinin ortalama degerleri ve ista-
siiki deferlendirme sonuglan agagda gosterilmistir.
Albumin degerleri:

rol  mg/ml 15. glin mg/ml 21. giin mg/ml

8,00 + 4,80 1590 *+ 1,60 22,50 + 6,60

Kontrol -15. giin ve kontrol -21. degerlerindeki degigimler an-
e, 15. giin-21. giin degerlerindeki artig anlamh (0.02<p<0.05) bu-

i

oy +ap - globulin degerleri:

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

+ 1,60 5,10 '+ 2,10 580 + 2,20
Witiin gruplardaki artiglar anlamsiz bulundu.

- - globulin degerleri:

M wirol  mg/ml 15. giin mg/ml 21. giin mg/ml

+ 2,30 9,10 + 1,90 14,00 = 4,80
Kontrol -21. giin (0.02<p<0,05), 15. giin -21. giin (0.02<p<0.05)
degerlorindoki artiglar anlamh, Kontrol -15. giin degerlerindeki azahg

ilnmme bulundu.
¥ globulin degerleri:

firol - mg/ml 15. glin  mg/ml 21. giin mg/ml

g

1 6,56 27,40 + 5,03 29,90 + 17,08
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Kontrol -15. giin (0.001<p<0.01), kontrol -21. gin (0.001<p<0.01)
degerlerideki artiglar anlamh, 15. giin -21. giin degerlerindeki artis an-
lamsiz bulundu.

Defibrotid uygulamasindan énce ve sonra SDS-PAGE yontemi, jel
dansitometresi ve Lowry yéntemi ile olgiilen plazma protein bantlarinin
molekiil agirhklarina gére protein konsantrasyonlarinin ortalama
degerleri ve istatistiki degerlendirme sonuglan Tablo-1'de gosterilmigtir.

Tablo-1: Defibrotid uygulamasindan énce ve sonra plazma protein bantlarinin molekiil
agirhklarina gére protein konsantrasyonu degerleri.

Bant no. MW Dalton Kontrol mg/ml 15. giiln mg/ml 21. giin mg/ml

1 371000 1,17 + 1,17 1,40 + 1,20 3,00 + 2,35
2 327000 0,38 + 0,43 0,42 +0,49 0,79 + 1,10
3 282000 0,45 + 0,30 1,10 + 0,42 1,06 + 0,62
4 242000 0,93 + 0,70 1,94 + 0,60 2,10 + 0,50
5 198000 1,10 + 0,80 1,10 + 0,50 1,47 + 0,90
6 179000 0,85 + 0,70 1,00 + 0,70 1,00 +1,10
7 147000 1,00 + 0,60 1,30 + 0,80 1,20 + 0,60
8 117000 6,30 + 2,20 7,10 + 1,60 9,60 + 1,90
9 96000 23,26 + 6,00 23,90 + 2,70 33,10 +6,80
10 78000 8,25 + 3,10 7,94 + 224 7,90 + 1,90
11 68000 1,45 + 0,70 0,96 + 0,34 1,30 + 0,20
12 51000 1,48 + 0,60 2,10 + 0,90 2,30 + 0,40
13 28000 6,90 + 2,80 7,30 + 1,70 7,70 + 1,00

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. gin
degerlerindeki artiglar anlamlh (0.02<p<0.05), 15. giin -21. giin
degerlerindeki artig anlamsiz bulundu.

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

- 10 No.lu bantta biitiin gruplardaki azahglar anlamsiz olarak bu-
lundu.
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11 No.lu bantta Kontrol -15. giin, Kontrol -21. giin degerlerindeki
\glar anlamsiz, 15. giin -21. giin degerlerindeki azahs anlamh

3<0.05) bulundu.

" 12 No.lu bantta Kontrol -15. giin, 15. giin -21. giin degerlerindeki
r lar anlamsiz, Kontrol -21. giin degerlerindeki artig anlamh
| 0%«p<0.05) bulundu.

8 .

Bu bulgular defibrotid uygulamasinin, farelerinin kan plazma pro-
slerinin konsantrasyonlarinin artmasina neden oldugunu
i sktedir. Bu da bu konuda daha énce yaptigimz, 1 haftalik defi-

siid uygulamasi (13) sonuglarm dogrulamaktadir.

b

Defibrotid uygulanan farelerin doza bagh olarak karaciger

Weralorini ultrastriiktiiel incelenmesi sonucunda graniiler endoplazmik
h un artig gosterdigi, parmak izi yapilarimin yogunlastig ve pro-

i sentozinin artig gosterdigi saptanmigtir (14).

! O

~ ¥Yine bulgulanimiz1 dogrulayan bir bagka gahigmada ise (15) endo-

. hiere kiltirinde defibrotid uygulamasimin endotel hiicre

almasing neden oldugu ve endotel hiicresindeki protein sentezini

Wird gosterilmistir.

~ Honug olarak, defibrotid uygulamasindan sonra plazma proteinler-
n santrasyonlarinda goriilen artiglar, biyik bir olasilikla, defi-
11 in karacigerde ve/veya diger hiicrelerde protein sentezini
Wirmas ile birlikte plazmaya salgilanmasim da arttirdigim

klodir,

f—
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