Tirk Klinik Biyokimya Derg 2006; 4(2): 65-75 Arastirma

Defibrotid Uygulamasinin Yiiksek
Kolesterolhi Diyet Uygulanan Tavsanlarda
Kalp ve Karaciger Dokusunda Antioksidan
Duruma Etkisi

The Effects of Defibrotide Administration on
Antioxidant Status in Heart and Liver Tissues
of Rabbits Fed with High Cholesterol Diet

Handan Ak Celik* Hikmet Hakan Aydin* Ceyda Kabaroglu* *
Can Duman*** Ece Onur Aydemir* * * * Oya Baymdir* *

* Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, izmir
** Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya Bilim Dali, izmir
*** Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dah, Kocaeli
#*** Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Manisa

OZET
Amac: Defibrotid endotel hiicre fon ksiyonlarini diizenleyen, arter, ven ve kilcal damarlarda antitrombik
etkileri bulunan bir polideoksiribontikleotiddir. Cesitlil arastirmalar farkli doku ve organ iskemi modellerinde
defibrotidin koruyucu etkisini ortaya koymustur. Bu calismanin amaci, kolesterolden zengin diyet
sonrasi uygulanan defibrotidin doku ve kan Orneklerinde lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimler,
antioksidan tiyol bilesidi glutatyon ve vazoaktif bir mediatér olan nitrik oksidin regililasyonu uzerine
olan etkilerini arastirmakti.

Gereg ve Yontem: Bu calismada 40 adet, erkek Yeni Zelanda tavsani kullanildl. Tavsanlarin standard
diyet (Grup I ve III) ve yuksek kolesterol (Grup Il ve IV) icerikli diyet ile beslenmeleri saglandi.
Arastirmanin baslangicinda Grup III ve Grup IV’deki hayvanlann diyetine defibrotid (60 mg/kg/giin)
eklendi (standard diyet alan ve yiliksek Kkolesterollii diyet alan). Calismanin basinda ve 10 haftalik
stirenin sonunda defibrotidin etkilerini dederlendirmek icin serumda total kolesterol, kalp ve karaciger
dokusunda malondialdehid, glutatyon, nitrik oksid metabolitlerinin diizeyleri ile katalaz, glutatyon
rediiktaz ve glutatyon S transferaz aktiviteleri ol¢tildii.

Bulgular: Bazal degderler ile kiyaslandiginda serum kolesterol konsantrasyonlart Grup II ve IV’'de
anlaml olarak ytiksekti. Grup II’'de malondialdehid konsantrasyonlar1 Katalaz aktivitesindeki diismeye
paralel olarak anlaml olarak ytiksek bulundu. Grup IV'lUn ortalama nitrik oksid dtizeyleri Grup II'nin
dizeyleri ile karsilastinldiginda kalp dokusunda 3.62 kat (430.8’e karsi 118.8 mmol/g yas doku) ve
Karacigerde 2.35 Kkat (595.5’e karsi 253.2 mmol/g yas doku) artis tespit edildi (sirasiyla).

Sonug: Bulgularimiz uzun sireli defibrotid tedavisinin vazoaktif nitrik oksid salinimi ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerindeki artis yoluyla dokular icin koruyucu olabilecegdini desteklemektedir.
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Sonuglarimiz ayrica aterogenik diyetin malondialdehid diizeylerini arttirdigini ve katalaz aktivitesini
duisurdugiini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Ateroskleroz, defibrotid, malondialdehid, katalaz, glutatyon, nitrik oksid

ABSTRACT

Objective: Defibrotide, a polydeoxyribonucleotide, has been found to modulate endothelial cell
function and to have an antithrombotic effect on arteries, veins and capillaries. A significant amonul
of evidence has been found about the protective role of defibrotide in different models of tissue and
organ ischemia. The aim of this study was to evaluate the effects of defibrotide administration in the
modulation of lipid peroxidation, antioxidant enzymes, antioxidant thiol compound glutathione and
nitric oxide, a vasoactive mediator, following a high cholesterol diet.

Material and Methods: The study involved 40 New Zeeland male rabbits, fed with standard (Groups I
and IIlI) and high cholesterol (Groups II and IV) chow. At the begining of the study, animals in Group III
and Group IV were allocated to treatment with defibrotide (60 mg/kg/day). After a 10 week period, effects
of defibrotide administration was evaluated by measuring serum cholesterol and malondialdehyde,
catalase, GSH, NOx, glutathione reductase, and glutathione S-transferase concentrations in heart and
liver tissues.

Results: Compared to the baseline values, serum cholesterol concentrations were increased in
Groups I and 1V, significantly. In Group II, malondialdehyde concentrations were significantly higher
with a parallel decrease in catalase activity. Defibrotide treatment in Group IV, compared to Group II,
increased the mean heart and liver nitric oxide levels by 3.62 folds (430.8 vs. 118.8 umol/g wet
tissue) and 2.35 folds (595.5 vs. 253.2 umol/g wet tissue), respectively.

Conclusion: Our observations suggest that long term defibrotide therapy can be protective for the
tissues by increasing the nitric oxide levels and antioxidant enzymes activities. Our data also imply
that atherogenic diet increases malondialdehyde levels and decreases catalase activity.

Key Words: Atherosclerosis; defibrotide; malondialdehyde; catalase; glutathione; nitric oxide
4 (10). Defibrotidin serum kolesteroliinii diisu-

rucu ve hiperkolesterolemik ateroskleroz ile
iliskili doku hasarin1 azaltici/6nleyici etkKile-

Defibrotid domuz ve sigir mukozasindan
elde edilen ortalama 20 kDa adirlidinda fibri-

nolitik ve anti-trombotik etkilere sahip olan
kompleks, tek zincirli bir polideoksiriboniik-
leik asittir (1-3). Defibrotidin ABD ve Avrupa’daki
Klinik deneyleri adir veno-oklusif hastalikta
yararli etkilerini ortaya koymustur (4,5).
Defibrotid, pihtilasmay1 6nleyici eikosonoid-
lerin salinimini arttirir (6) ve doku plazmino-
jen aktivatoriiniin salinimini arttinip, inhibi-
torlerini azaltarak fibrinolitik aktivite goste-
rir (7). Daha giincel ¢alismalar, Defibrotidin
endotel hiicrelerinden nitrik oksid (NO) sali-
nimina neden olarak akut inflamatuar has-
taliklarda sitoprotektif etkileri olabilecegini
gostermektedir (8).

Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) hiperkoleste-
rolemik aterosklerozun gelisiminde rolu ol-
dugu bilinmektedir (9). Hiperkolesterolemi
bir ¢cok yol ile oksidatif stress olusturabilir
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rinin hem antioksidan ve hem de hipolipi-
demik mekanizmalar ile oldugu 6ne surul
mektedir. Daha 6nce yaptigimiz bir calisma-
da, aterosklerotik diyet ile beslenen tavsan-
larin aort ve beyin dokusunda defibrotidin
Koruyucu etkisini gostermistik (11). Bu calis
mada ise Kkolesterolden zengin diyetle besle
nen tavsanlarda uzun sireli defibrotid teda-
visinin kalp ve Karaciger dokusunda anti
oksidan aktivite Uizerine etkisi arastirlmistir.

Defibrotidin hiperkolestemik tavsan modelin-
de doku hasarini azaltici 6zellikleri ile ilgili
olarak daha énce bir calisma yapilmamistir.
Dolayisiyla, bu ¢alismanin temel amaci tav-
sanlarda Kontrollii bir deney modelinde
hiperkolesterolemi ile iligkili oksidan streste
defibrotidin kalp ve karaciger dokularini ko-
ruyucu etKilerinin arastirilmasidir.
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GEREC VE YONTEM
Kimyasallar
Calismada kullanilan tiim kimyasal sarf mal-

zemesi Sigma’dan (Deisenhofen, Almanya)
saglanmistir.

Deney hayvanlan

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Cerrahi Bilim dalindan temin edilen, agirhidi
2-2.5 kg (8-12 haftalik) olan Yeni Zelanda
turi beyaz erkek tavsanlar calismada Kkulla-
nilmistir. Calisma baslangicinda toplam kirk
tavsan rastgele on hayvanlik dort gruba
ayrilmistir (Tablo 1).

Grup I : Standard diyet

Grup II : Yuksek kolesterollu diyet

Grup III : Standard diyet + defibrotid

Grup IV : Yuksek Kolesterollu diyet +
defibrotid

Calisma stiresince istedikleri kadar su icme-
lerine izin verilen tavsanlar, 12 saatlik aydin-
lik/Karanlik periyodlarinda tutulmuslardir. 2
haftalik bir adaptasyon siireci sonrasi, bazal
total kolesterol, malondialdehid (MDA), kata-
laz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon peroksi-
daz (GSH-Px), glutatyon reduktaz (GSG-Rx)
diizeylerinin tespiti icin hayvanlardan ven6z
kan alinmistir. Daha sonraki 8 hafta boyun-
ca deney gruplarina Tablo 1°'de Ozetlenen
protokol uygulanmistir. Defibrotid, per oral
yol ile icme suyuna katilarak deneklere veril-
mistir. iki aylik deney protokoliiniin sonun-
da, hayvanlara anestezi ile Otanazi yapildi
ve Karaciger ve Kalpleri belirtilen paramet-
relerin calisilmasi i¢in c¢ikarldi.

Antioksidan Durum ve Defibrotid

Homojenatlann hazilanmasi

Otanazi sonrasi, karaciger ve kalp hemen
cikarilarak soguk salin ile yikandi. DoKkular
Kiuguk parcalara ayirildiktan sonra yas ola-
rak tartildi ve 2 ml soguk tampon (50 nM
TRIS, 0.1 mM EDTA, pH 7.60) icinde 4°C’de
cam homojenizatér bashd kullanilarak 2
dakika 1500 r.p.m.’de homojenize edildi.
Sitozolik fraksiyonlar1 elde etmek icin homo-
jenatlar 4°C’de 30 000 x g’de 60 dakika
santrifiij edildi. Analizler, 4°C’de korunan
supernatantlardan 24 saat i¢inde yapildi.

Serum total kolesterol (TC) olciimii

Serum total Kkolesterol dtizeyleri Technicon
Dax 48 otomatik analizérde (Bayer Diagnos-
tics, Tokyo, Japonya) kinetik enzimatik metod-
la ol¢iildu (Bayer Diagnostics, Toshiba, Tokyo,
Japan).

Homojenatta protein 6lciimii

Doku Orneklerin protein miktar1 Lowry yon-
temi ile otomatik analizérde Kkantite edildi
(Hitachi 704, Boehringer Mannheim GmbH
Mannheim, Almanya).

Malondialdehid (tiyobarbitiirik asid-

reaktifi) olciimii

MDA, 532 nm dalga boyunda bir post-kolon
fotodiyot dedektorui ile normal faz HPLC ile
olculdil (Shimadzu LC 10A, Shimadzu, Kyoto,
Japonya) (12). Seperasyon C18 kolon kulla-
nilarak (4.6 x 25.5 mm Shimpack HRC-ODS)
10 mmol/L potasyum dihidrojen fosfat, pH
6.80: metanol (60:40, (v/v)) ile 0.5 ml/daki-
ka akim hizinda yapildi. MDA Kkantitasyonu
icin 1, 3, 3, 3-tetracthoxipropane (TEP) stan-
dard olarak Kullanildi.

Tablo 1. Deney gruplari.

Gruplar Diyet tipi/ tedavi Diyet icerigi

I (n=10) Standard diyet standard tavsan yemi

II (n=10) Yiiksek Kolesterollii diyet %]1 Kolesterol ve %]1.4 tereyag eklenmis standard tavsan yemi

Il (n=10) Standard diyet + defibrotid standard tavsan yemi + 60 mg kg viicut aglrllgl'l gl’jn'1 defibrotid (PO)
IV (n=10) Yiiksek kolesterollii diyet + defibrotid %1 kolesterol ve %]1.4 tereyag eklenmis standard tavsan yemi +

60 mg kg vicut alg‘urllgl'l gl’in~1 defibrotid (PO)
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Katalaz (CAT) Olciimii

Doku katalaz aktivitesi spektrofotometrik ola-
rak 405 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Homo-
jenat H ,0, substrati ile inkiibe edildikten
sonra reaksiyon amonyum molibdat ile
durduruldu. Molibdat ve H,O, ile olusan
sar1 renk kompleksinin yogunlugu olctlerek
katalaz aktivitesi belirlendi (13).

Rediikte glutatyon (GSH) Olciimii

Doku homojenatlarinda GSH analizi Hitachi
704 otomatik analizérde gerceklestirildi
(Boehringer Mannheim GmbH Mannheim,
Almanya). GSH ve DTNB (5, 5’-dithiobis 2-
nitrobenzoik asid) reaksiyonu sonucu olusan
sar1 rengin yogunlugu 405 nm dalga boyun-
da olguldu (14).

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rx) Olciimii

Doku homojenatlarindaki enzim aktiviteleri
Hitachi 704 otomatik analizérde (Boehringer
Mannheim GmbH Mannheim, Almanya) tes-
pit edildi. (15). Yontem reaksiyon karisimin-
daki GSH'nin NADPH varhdinda glutatyon
rediiktaz tarafindan rediikte edilmesine ve
NADPH absorbansindaki diismenin 340 nm’de
olciilmesine dayanmaktadir.

Glutatyon S-transferaz (GSH-ST) Olciimii

Doku homojenatlarinda enzim aktivitesi, 1-
Kloro 2,4 dinitrobenzenin (CDNB) ve glutat-
yon konjugatinin yogunlugunun 340 nm’de
Hitachi 704 otomatik analizérde (Boehringer
Mannheim GmbH Mannheim, Almanya) Ol-
culmesi ile belirlendi (16).

Nitrik oksid metabolitleri (NOX)
(Nitrat/nitrit) 6lciimii

Dokularda nitrik oksid tiretimi NO,-/NOx-
tespitine dayanan bir metod ile 6lgiildii ve

uretilen NO m etabolitleri (NOXx) olarak ifade
edildi (17). Nitrat konsantrasyonu Aspergillus
sp.’den (EC 1.6.6.2) elde edilen nitrat rediiktaz
kullanilan enzimatik, end-point bir metodla
oOlculmustiir. Yontem, beta-NADPH’nin oksi-
dasyonu sonucu 340 nm’deki absorbans
dususuntin 6lcilmesine dayanmaktadir.
Istatistiksel Analiz

Orneklerin istatistiksel analizi icin ANOVA
testi kullanildi. DoOrt gruptaki farkliliklarin
istatistiksel anlamliliklarinin belirlenmesi igin
Duncan testi uygulandi. Coklu kiyaslamada
tip I hata Bonferroni testi ile kontrol edildi.
Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi ve
p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. istatistiksel analizler SPSS 13 (SPSS

Inc, Chicago, IL, USA) yazilmi Kkullanilarak
gerceklestirildi.

BULGULAR

Tavsanlarin serum Kkolesterol duzeyleri Tablo
2’de verilmistir. Serum Kkolesterol diizeyleri
kontrol grubunda (Grup I) 86.88 + 9.35 mg/dl,
Kolesterol ile beslenen Grup II'de (Ytuiksek
Kolesterollu diyet) 397.68 + 78.01 mg/dl ve
Grup IV’'de (kolesterol + defibrotid grubunda)
208.71 + 61.13 mg/dl bazal duzeylerden
yuksek bulundu (p < 0.05). Kolesterol duzey-
leri Grup II'de 6.8 kat artmisti fakat defibro-
tid grubu icin (Grup III) serum Kkolesterol
diizeylerinde bir farkliik bulunamadi.

4 farkh grup icin kalp ve karaciger dokula-
rindaki malondialdehid duizeyleri Tablo 3 ve
Tablo 4’te gosterilmistir. MDA miktar1 koles-
terol ile beslenen Grup II'de tim diger grup-
larin kalp ve Karaciger duzeyleri ile Kiyas-
landiginda yuksek bulundu (p <0.05) (Sekil
1). Kalp ve karaciger dokularinda kolesterol-
defibrotid grubu (Grup 1V) ile kontrol (Grup I)

Tablo 2. Deney gruplarinda bazal ve deney sonrasi kolesterol diizeyleri.

Serum Kolesterol Grup I Grup II Grup III Grup IV

(mg/dl) Kontrol Kolesterol Defibrotid Kolesterol+defibrotid
(n=9) (n=8) (n=9) (n=6)

Bazal 63.2+11.15 58 + 9.38 54.1 + 5.90 56.6 + 8.43

Deney sonunda 86.88 + 9.35 397.68 + 78.01 52.37 + 5.26 208.71 £ 61.13
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Tablo 3. Kalp dokusunda deneysel parametrelere ait 6l¢iim sonuglari.

Parametre Grup 1 Grup 11 Grup III Grup IV Gruplar arasinda
(kalp dokusunda) Kontrol Kolesterol Defibrotid Kolesterol+defibrotid anlamh farkliliklar
(n=9) (n=8) (n=9) (n=6) (p < 0.05)
MDA (nmol/g yas doku) 28.7 7.0 57.6 +6.9 34.7 + 3.0 46.3 + 4.5 II>LILIV; 1V>LIT
Katalaz(U/mg protein) 765.4 + 236.1 261.2 + 46.3 659.5 + 178.0 383.5 + 46.4 I<LILIV; IV<LIII
GSH (mg/g yas doku) 891.7 + 1328.6 134.5 + 36.2 707.2 = 38.0 257,8 + 34.7 II<LIIT; V<L
GSH-Rx (mU/mg protein)  227.2 + 39.7 171.2 + 9.4 222.5 + 42.3 189.8 + 20.9 I<LII; IV<LIT
GSH-ST (mU/mg protein)  105.1 + 30.3 60.6 = 11.9 85.0+11.0 79.1 £ 10.1 II<LILIV
NOx (mmol/g yas doku) 1640.6 + 785.1 118.8 + 55.0 1300.8 + 497.5 430.8 + 64.3 II<LIIL; V<L

Ornekler geregle r ve yontemde belirtilen yontemlerle izole ve kantite edilmistir. Veriler ortalama deger + S.D formatinda
verilmistir. * p< 0.05 Gruplar arasi istatistiksel anlaml farkllk.

Tablo 4. Karaciger dokusunda deneysel parametrelere ait 6l¢iim sonuglari.

Parametre Grup 1 Grup II Grup 111 Grup IV Gruplar arasinda
(karaciger dokusunda) Kontrol Kolesterol Defibrotid Kolesterol+defibrotid anlamli farkliliklar
(n=9) (n=8) (n=9) (n=6) (p < 0.05)
MDA (nmol/g yas doku) 44.2 + 8.1 122.4 + 16.3 48.8 + 8.3 86.1 + 9.4 11> LILIV; IV > LI
Katalaz(U/mg protein) 3540.4 + 370.0 2217.6 + 177.5 3389.1 + 122.7 2618.0 + 101.4 I < LI IV < LI
GSH (mg/g yas doku) 2.1956 +0.393 1.1100 £ 0.1765 2.0088 = 0.2980 1.5483 +0.1273 I < LILIV; IV < LI
GSH-Rx (mU/mg protein)  167.3 + 23.66 111.5+19.39 165.22 + 23.51 131.5 + 28.66 I < LI
GSH-ST (mU/mg protein) 3517.7 + 1014.9 1344.2 + 403.0 3246.1 + 757.8 2725.0 + 624.4 II <LII; NLIV < 1
NOx (mmol/g yas doku)  2366.3 + 1130.4 253.2 + 104.0 1537.5 + 866.6 595.5 + 126.4 < LIE V<1

Ormekler gere cler ve yéntemde belirtilen yontemlerle izole ve kantite edilmistir. Veriler ortalama deger = S.D formatinda
verilmistir. * p< 0.05 Gruplar arasi istatistiksel anlamh farklilik.

ve defibrotid grubu (Grup III) arasinda an- 160

lamli farklar tespit edildi (p < 0.05) (Sekil 1). 140

Deney gruplarinda dl¢ulen doku katalaz akti- ?:ig £ Kalp
viteleri Tablo 3 ve Tablo 4'te verilmistir. z 80 B Karaciger
Tum gruplarda, katalaz duzeylerinin kalp E ig_ . o -

dokusuna Kkiyasla karaciger dokusunda daha 201 | IlL

yiiksek oldugu belirlendi (p <0.05). Kontrol ) . ” ' ! A

grubunda (Grup I) kalp ve Karaciger dokusu Gruplar

katalaz diizeyleri sirasiyla 764.4 + 236.1 ve

3540.4 + 370 U/mg protein olarak olgitildii. Sekil 1. Defibrotidin in vitro MDA diizeyine etkisi.
Bu degerler Kolesterol ile beslenen (Grup II) Sonugclar mmol/g yas doku olarak verilmis-

ve Kolesterol + defibrotid diyeti ile beslenen ar. Sc,mu?lar’ S'raswla, konle (,n=9_)’ koleste-
rol diyeti (n=8), defibrotid diyeti (n=9) ve

(Grup 1V) gruplarin kalp ve karaciger katalaz Kolesterol + defibrotif diyeti (n=6) ile besle-
aktivitelerinden anlamh olarak yuksekti nen Gruplarin ortalama = SD degerleridir.

(p < 0.05). Kalp dokusundaki katalaz aktivi-
tesi defibrotid grubunda (Grup III), koleste-
rol grubu (Grup II) ve kolesterol + defibrotid
grubuna (Grup 1V) Kiyasla yuksek bulundu
(Grup III > Grup II ve IV) (p < 0.05). Gruplar Kalp dokusunda GSH diizeyleri kolesterol gru-
arasi farkhiliklar karaciger katalaz duzeyleri bunda (Grup II), kontrol (Grup I), defibrotid

icin de benzerdi ve defibrotid grubunda
(Grup III), Grup II ve Grup IV’e kiyasla art-
mis bulundu (p < 0.05) (Sekil 2).
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Sekil 2. Defibrotidin kontrol ve calisma Gruplarinda

kalp ve Kkaraciger katalaz aktivitesi lizerine etkisi.
Sonuclar U/mg protein olarak verilmistir.
Sonuclar, sirasiyla kontrol (n=9), Kkolesterol
diyeti (n=8), defibrotid diyeti (n=9) ve koleste-
rol + defibrotif diyeti (n=6) ile beslenen Grup-
larin ortalama + SD degerleridir.

(Grup III) ve kolesterol + defibrotid Grupla-
rna (Grup 1V) kiyasla azaldiqi tespit edildi
(Grup II < Grup [, 1l ve IV) (p < 0.05) (Sekil 3A).
GSH diizeyleri ayrica kolesterol + defibrotid
grubunda kontrol ve defibrotid gruplarina
Kiyasla anlamli olarak daha diistik bulundu
(Grup IV < Grup [, III) (p < 0.05). (Tablo 3)
(Sekil 3A). Kolesterol grubunda (Grup II)
Olclilen kalp dokusu GSH degerlerine ben-
zer sekilde aynmi grubun Kkaraciger dokusu
GSH diizeyleri de kontrol ve defibrotid grup-
larina Kiyasla dusuk bulundu (Grup II < Grup
I, IIl) (p < 0.05) (Sekil 3B) (Tablo 4). Ek ola-
rak, GSH duzeylerinin kolesterol + defibro-
tid grubunda, kontrol ve defibrotid grupla-
rna Kiyasla dusuk oldugu belirlendi (Grup
IV < Grup I and III) (p < 0.05) (Sekil 3B)
(Tablo 4).

Deney sonunda, kalp dokusu GSH-RX enzim
aktiviteleri Kkolesterol grubunda (Grup II),
kontrol ve defibrotid gruplarina kiyasla an-
lamli olarak dusuk bulundu (Grup II < I, III)
(p < 0.05) (Sekil 4) (Tablo 3). Kalp dokusu
degerleri ile uyumlu olarak karaciger doku-
sunda da, GSH-Rx enzim aktiviteleri koleste-
rol ile beslenen grupta kontrol ve defibrotid
dgruplarina Kiyasla daha dusuk degerlere sa-
hipti (Grup II < Grup I, III) (p < 0.05). Ayrica,
benzer duistiis egilimi kolesterol + defibrotid
grubunda kontrol ve kolesterol gruplar ile
Kiyaslandiginda belirlendi (Grup IV< Grup I,

1) (p<0.05) (SekKil 4) (Tablo 4).
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Sekil 3. GSH diizeylerinde A) Kkalp ve B) Kkaraciger
dokularindaki degisiklikler. Sonuclar mg/g
yas doku olarak verilmistir. Sonuclar, sirasiyla
kontrol (n=9), kolesterol diyeti (n=8), defibro-
tid diyeti (n=9) ve kolesterol + defibrotif diyeti
(n=6) ile beslenen Gruplarin ortalama + SD
degerleridir.
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Sekil 4. GSH-Rx aktivitesindeki degisiklikler mU/mg

protein olarak verilmistir. Sonuclar, sirasiyla
kontrol (n=9), kolesterol diyeti (n=8), defib-
rotid diyeti (n=9) ve Kkolesterol + defibrotif
diyeti (n=6) ile beslenen Gruplarin ortalama
+ SD degerleridir.

Kalp dokusu glutatyon S-transferaz enzim
aktiviteleri Kkolesterol ile beslenen grupta
kontrol ve defibrotid gruplarina gore diisiik
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Sekil 5. Defibrotidin A) kalp ve B) karaciger dokusunda
GSH-ST dtizeylerine etkisi. Sonuclar mU/mg
yas doku olarak verilmistir. Sonuglar, sirasiyla
kontrol (n=9), kolesterol diyeti (n=8), defibro-
tid diyeti (n=9) ve kolesterol + defibrotif diyeti
(n=6) ile beslenen Gruplarin ortalama + SD
degerleridir.

bulundu (Grup II < Grup I, IIl) (p< 0.05)
(Sekil 5A). Enzim aktivitesi Kkontroller ile
Karsilastirildiginda defibrotid ve kolesterol +
defibrotid gruplarinda daha disiiktu (Grup
IlI, IV < Grup I) (p< 0.05) (Sekil 5A) (Tablo 3).
Karaciger dokusunda, GST enzim aktivitesi-
nin kolesterol grubunda kontrol ve defibro-
tid gruplarina gére daha diisiik oldugu orta-
ya kondu (Grup II < Grup I, III) (p< 0.05)
(Sekil 5B). EKk olarak, GST enzim aktivitesi
kolesterol + defibrotid grubunda kontrol ve
defibrotid gruplarina kiyasla anlamli olarak
daha dusuk bulundu (Grup IV < Grup I, III)
(p< 0.05) (Sekil 5B) (Tablo 4).

Kalp dokusunda, nitrik oksid metabolitleri-
nin (NOx) dizeyleri kontrol ve defibrotid
druplarina Kiyasla kolesterol grubunda azal-
mustl. (Grup Il < Grup I, III) (p < 0.05) (Sekil
6) (Tablo 3). Kalp dokusu NOx duzeyleri
kolesterol + defibrotid grubunda kontrol ve
defibrotid gruplarindan anlaml olarak daha
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Gruplar

Sekil 6. Defibrotidin A) kalp ve B) karaciger dokusunda
NOx diizeyine etkisi. Sonuglar, nMmol/g yas doku
olarak verilmistir. Sonuglar, sirasiyla kontrol
(n=9), kolesterol diyeti (n=8), defibrotid diyeti
(n=9) ve kolesterol + defibrotif diyeti (n=6) ile
beslenen Gruplarin ortalama + SD degerleridir.

dustikta (Grup IV <Grup I, III) (p < 0.05)
(Sekil 6) (Tablo 3). Karaciger dokusunda, NOx
dizeyleri benzer sekilde kontrol ve defibro-
tid gruplarnyla karsilastirnildiginda kolesterol
grubunda (Grup II) azalmist1 (Grup I < Grup
I, IlI) (p < 0.05) (Sekil 6) (Tablo 4). Ayrica,
Karaciger dokusu NOx dtizeyleri kontrol ile
kiyaslandidinda kolesterol + defibrotid grubun-
da da anlamh olarak daha dusukta (Grup
IV< Grup I) (p < 0.05) (Sekil 6) (Tablo 4).

TARTISMA

Defibrotid memeli organlarindan ekstrakte
edilen ve kontrollii depolimerizasyon ile ha-
zirlanan molekiiler agirh@ 15-30 kDa arasin-
da olan tek zincirli bir polideoksiribontikleo-
tiddir (1,2). Defibrotidin etki mekanizmasi
hentiz kesin olarak belirlenmemistir fakat in
vitro ve in vivo calismalar defibrotidin trom-
bomodulin, t-PA, prostasiklin ve prostoglan-
din E2 salinnmim stimiile ettigini, trombin
olusumunu, doku faktorlerinin ekspresyo-
nunu, PAI-1 salinimini ve endotelin aktivite-
sini ise azalttigin1 goéstermistir (18-22). Dola-
yisiyla, defibrotidin hiicrelerdeki etki mekaniz-
malarinin belirsizligi yeni arastirmalar ge-
rekli kKilmaktadir.

Deneysel ateroskleroz ¢alismalar icin tavsan
iyi bir model olusturmaktadir. Nispeten, spon-
tan ateroskleroza direncli olmalarina karsin,
diyetlerine kolesterol eklenmesi sonucu bir-
ka¢ ay icinde Kolesterole bagh yaydin lezyon-
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lar olusmaktadir (23). Literatiirde, tavsan-
larda hiperkolesterolemik diyetin vaskiler
huicreler Uzerine etkilerini gosteren bir ¢ok
calisma bulunmaktadir (24-25).
beraber, hiperkolesterolemide defibrotidin
doku antioksidan enzimler ve antioksidan
sistem molekulleri tizerine olan etkileri he-
nuz tam olarak aydinlatilamamistir. Dolayi-
siyla, bu calismada hiperkolesterolemide
defibrotidin olasi koruyucu etkileri ve anti-
oksidan enzim sistemleri ve oksidatif stress
molekiillerinin bu etkilerin olusumundaki
rollerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bununla

Tavsanlarda kolesterol ile beslenme sonrasi
lipid peroksid diizeylerinin hem karaciger
hem de aort dokusunda arttiqi bildirilmistir
(26). Bircok arastirmaci kolesterol ile bes-
lenme sonrasinda aort ve kalp dokusunda
antioksidan dengenin dedistigini tespit et-
mistir (27-28). Bu calismada, hiperkoleste-
rolemik tavsanlarda diyete eklenen defibro-
tidin kolesterol diizeylerini dusurdugini
bulduk. Bu sonuclar Pescador ve ark. (29)'
nin daha énce bildirdigi sonuclar ile uyumlu
degildir. Calismada, ayrica hiperkolestero-
lemik tavsanlarin kalp ve Karaciger doku-
larinda defibrotidin yararli koruyucu etkileri
bulundugu tespit edilmistir. Defibrotid teda-
visi oksidan stres molekiillerinin konsant-
rasyonlarinda ve antioksidan enzim aktivite-
lerinde anlamh degisikliklere yol acmakta-
dir. Aynca, defibrotidin belirlenen koruyucu
etkisi doku 6zgunliigiine bagh olabilir. Tav-
sanlarda deney baslangicindaki bazal diizey-
ler g6z Oniline alindiginda, GSH dtizeyleri,
katalaz ve GSH-Rx enzim aktiviteleri kalp do-
Kusunda daha yuksek bulunmustur. Bunun-
la beraber, NOx duizeyleri ve GSH-ST enzim
aktiviteleri ise karacigder dokusunda daha
yuksekti. Kolesterolden zengin diyet Kkalp
dokusunda Karaciger dokusuna kiyasla kata-
laz enzim aktivitesinde ve GSH dlizeyle-
rinde daha fazla bir dustise yol agmaktadir
(Katalaz icin 2.93 kat’a karsin 1.6 kat du-
sus; GSH duzeyleri icin 6.63 kat’a karsin 2
kat dusiis tespit edilmistir). Buna Kkarsin,
MDA ve NOx bazal diizeyleri ve GSH-ST
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enzim aktivitesi k aracigerde daha ytiksekti.
Hiperkolesterolemik diyet, kalp dokusu ile
Kiyaslandiginda MDA duizeylerinde ve GSH
ST enzim aktivitesinde daha dramatik bir
disiise yol acmistir (MDA icin 2.77 Kkat’s
Karsin 2 kat; GSH-ST i¢in 2.62 Kkat’a karsin
1.74 kat diisus tespit edilmistir). Fakat, kara
cigerde bazal NOx duzeyleri daha yiiksek
olmasina ragmen, Kolesterolden zengin diyel
Kalp dokusunda NOx diizeylerinde daha
dramatik bir diisiise sebep olmustur (13.8
Kat'a karsin 9.34 kat disiis). Bu arastirma-
nin en 6nemli bulgusu Defibrotidin hiper
Kolesteroleminin sebep oldugu oksidan stre-
se Karsi koruyucu etkisinin gdsterilmesidir.
Defibrotid hiperkolesteroleminin sebep oldu-
du oksidan stresi kalp dokusunda GSH ve
NOx duzeyleri ve katalaz enzim aktivitesini
etkileyerek azaltmaktadir. Buna karsin defib
rotidin koruyucu etkisi karaciger dokusunda
daha belirgin olarak MDA diizeyleri ve GSH-
ST aktivitesi tizerine oldugu belirlenmistir.

Bircok mekanizma Kismen de olsa hiper-
kolesteroleminin tetikledigi oksidan stresi
aciklayabilir. Daha 6nce yapilan calismalar
hiperkolesterolemik diyetin duiisiik dansiteli
lipoproteinlerin oksidatif modifikasyonunda
artisa sebep oldugunu gostermistir (30).
Bircok calisma 4 haftalik hiperkolesterole-
mik diyet sonrasi bir lipid peroksidasyon
markirnt olan MDA duzeylerinde artis bildir-
mistir (31-33). Diger bir arastirma uzun
sureli (3 ay) doymamis yag asidleri ile bes-
lenmenin tavsanlarin Kkaraciger ve aorta
ekstraktlarinda lipid peroksidasyonu arttir-
digim1 géstermistir (34). Ulutin ve ark. (35),
defibrotidin trombositlerde PGI ; lretiminde
artisa, MDA’da azalisa ve tromboksan A,
uretiminde dususe yol actigini gdstermistir.
MDA’ya zit olarak, Katalaz lipid peroksidas-
yonun detoksifikasyonunda rolii olan bir
enzimdir (34). Bir hem-protein olan katala-
zin eritrositlerdeki aktivitesi serumdan daha
yuksektir (30). Kalp dokusu yogun aerobik
metabolizma sebebiyle yliksek miktards
HyO, ftretir. Dolayisiyla, katalazin kalp doku
sunda daha yuksek antioksidan aktivitesi
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beklenen bir sonuctur. Greco ve ark. (34%),
sature yag asidleri ile beslenen tavsanlarin
Kkaraciger ve aorta’larinda artmis Katalaz
aktivitesini bildirmistir.

Diger bir Koruyucu molekiil olan glutatyon,
reaktif oksijen tlrlerine karsi koruyucu roli
olan glutatyon peroksidazin bir substratidir.
Oksidan stresin sonucunda glutatyon dtizey-
leri 6zellikle intraselliler kompartimanlarda
diiser (30). Plazma, aort ve karaciger doku-
su GSH dtizeyleri aterosklerotik tavsanlarda
disuk bulunmustur (34,36). Farkh tip hay-
van ve bitki yag asidleri, ayrica karaciger
GSH duzeylerini dusurmustur (37). EK ola-
rak, GSH-Rx, GSSH reduksiyonunu kataliz-
leyen anahtar bir enzimdir ve biyolojik ola-
rak dnemli olan glutatyonu serbest radikal
hasarina karsi savasmak icin rediikte form-
da tutar (38). Slim ve ark. (39), daha 6nce
farkli lipid kombinasyonlari ile beslenen
tavsanlarda oksidan stress ile antioksidan
enzim aktiviteleri arasindaki ters iligkiyi bil-
dirmistir. Oksidatif stres durumunda, GSH
miktarinda diisis ve GSH peroksidaz ve glu-
tatyon reduktaz aktivitelerinde azalis bulun-
mustur. Irizar ve ark. (23), total glutatyon
ve GSH-Rx aktivitesinde bir degisiklik bildir-
memistir fakat hiperkolesterolemik tavsan-
larda Kkaraciger dokusunda azalmis GST
aktivitesini godstermigslerdir. Diger taraftan,
baska bir arastirma grubu tavsanlarin aort
dokusunda uzun stureli hiperkolesterolemi
sonrasl GST'deki dustlise ek olarak azalmis
GSH-Rx aktivitesi bildirmistir (31). Glutatyon
ile konjugasyonla, glutatyon S-transferaz
tarafindan katalizlenen sistem yasayan bir
ordanizmay1 olusan reaktif elektrofillerden
Koruyan en etkili enzim sistemidir. Tavsan-
lara kolesterol verilmesi, diger arastiricilarin
bildirdigi gibi (40) glutatyon S-transferaz
aktivitesinde belirgin bir azalmaya sebep
olmustur, bu da aterosklerotik hayvanlarin
elektrofiller tarafindan olusturulan toksiste-
ye Ozellikle yatkin olma olasiliklarini diistin-
diurmektedir. Hiicrede, GST ilk defans hat-
tindan (superoksid dismutaz, katalaz ve
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glutatyon peroksidaz) kaca n reaktif oksijen
turleriyle hiicre ici etkilesim ile olusan ikin-
cil oksidasyon urinlerini detoksifiye eder (41).

Defibrotidin koruyucu mekanizmasinda en
onemli rolu olabilecek molekiillerden birisi
nitrik oksid’tir. Bu pluripotent molekiil hem
otokrin hem de parakrin homeostaz media-
toriadiir ve metabolizmasindaki bozukluk
bircok patofizyolojik durumla baglantilidir
(42). Dokuda hem artisi hem de eksikligi
bircok hastalik durumunun gelisimi ile bag-
lantihdir. Dolayisiyla NO ftretiminin uyaril-
veya inhibe edilmesi farmakolojik
tedavilerde buiytik bir terapoétik deger tasir
(42). Hellerman ve ark. (43), defibrotidin
nitrik oksid sentazin aktivitesini ve miktarini
arttirdiqini  géstermistir. Bu bilgilerin 15101
altinda sonuclarimiz defibrotidin oksidatif
strese sebep olan hiperkolesterolemi esna-
sinda nitrik oksid salinimini stimitle ettigini
gostermektedir.

masi

Sonuclarimiz, defibrotidin kalp dokusunda
katalaz, glutatyon ve nitrik oksid Uretimine
etkisi oldugunu, MDA tretimi ve GSH-ST
aktivitesinin ise Karaciger dokusunda daha
fazla etkilendigini géstermektedir. Diger ta-
raftan, defibrotidin hem kalp hem de kara-
ciger dokusunda GSH-Rx aktivitesi tizerine
belirgin bir etkisi bulunamamistir. Sonug
olarak, bu calisma defibrotidin oksidatif
strese sebep olan deneysel hiperkolestero-
lemide ortaya ¢ikan doku hasarini duzeltici
etkilerinin bulundugunu desteklemektedir.
Bu Onclil bilgiler defibrotidin hiperkoleste-
rolemik diyetin sebep oldugu oksidan stress
tedavisinde alternatif olarak yararli olabi-
lecegdine isaret etmektedir. Bununla beraber
ilacin terapo6tik potansiyeli ve etkinligi giinu-
miuzde tedavide Kkullanilan ilaglar ile kiyas-
lanarak yeni calismalarla tam olarak belir-
lenmelidir.

Tesekkiir

Yazarlar Crinos Pharmaceuticals’a (Villa
Guardia, Como, Italy) calismada Kkullanilan
defibrotid’i sagladid icin tesekkiir eder.
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