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ÖZET

Amaç:  Defibrotid endotel hücre fon ksiyonlar›n› düzenleyen, arter, ven ve k›lcal damarlarda antitrombik

etkileri bulunan bir polideoksiribonükleotiddir. Çeflitlil araflt›rmalar farkl› doku ve organ iskemi modellerinde

defibrotidin koruyucu etkisini ortaya koymufltur. Bu çal›flman›n amac›, kolesterolden zengin diyet

sonras› uygulanan defibrotidin doku ve kan örneklerinde lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimler,

antioksidan tiyol bilefli¤i glutatyon  ve vazoaktif bir mediatör olan nitrik oksidin regülasyonu üzerine

olan etkilerini araflt›rmakt›. 

Gereç ve Yöntem:  Bu çal›flmada 40 adet, erkek Yeni Zelanda tavflan› kullan›ld›. Tavflanlar›n standard

diyet (Grup I ve III) ve yüksek kolesterol (Grup II ve IV) içerikli diyet ile beslenmeleri sa¤land›.

Araflt›rman›n bafllang›c›nda Grup III ve Grup IV’deki hayvanlar›n diyetine defibrotid (60 mg/kg/gün)

eklendi (standard diyet alan ve yüksek kolesterollü diyet alan). Çal›flman›n bafl›nda ve 10 haftal›k

sürenin sonunda defibrotidin etkilerini de¤erlendirmek için serumda total kolesterol, kalp ve karaci¤er

dokusunda malondialdehid, glutatyon,  nitrik oksid metabolitlerinin düzeyleri ile katalaz, glutatyon

redüktaz ve glutatyon S transferaz aktiviteleri ölçüldü.

Bulgular:  Bazal de¤erler ile k›yasland›¤›nda serum kolesterol konsantrasyonlar› Grup II ve IV’de

anlaml› olarak yüksekti. Grup II’de malondialdehid konsantrasyonlar› katalaz aktivitesindeki düflmeye

paralel olarak anlaml› olarak yüksek bulundu. Grup IV’ün ortalama nitrik oksid düzeyleri Grup II’nin

düzeyleri ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda kalp dokusunda 3.62 kat (430.8’e karfl› 118.8 µmol/g yafl doku) ve

karaci¤erde 2.35 kat (595.5’e karfl› 253.2 µmol/g yafl doku) art›fl tespit edildi (s›ras›yla). 

Sonuç:  Bulgular›m›z uzun süreli defibrotid tedavisinin vazoaktif nitrik oksid sal›n›m› ve antioksidan

enzimlerin aktivitelerindeki art›fl yoluyla dokular için koruyucu olabilece¤ini desteklemektedir. 
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Sonuçlar›m›z ayr›ca aterogenik diyetin malondialdehid düzeylerini artt›rd›¤›n› ve katalaz aktivitesini
düflürdü¤ünü göstermifltir.

Anahtar Sözcükler:  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 amonut
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 III) 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  II and IV, 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 mol/g wet

tissue) and 2.35 folds (595.5 vs. 253.2 mol/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

(10). Defibrotidin serum kolesterolünü düflü-

rücü ve hiperkolesterolemik ateroskleroz ile

iliflkili doku hasar›n› azalt›c›/önleyici etkile-

rinin hem antioksidan ve hem de hipolipi-

demik mekanizmalar ile oldu¤u öne sürül-

mektedir. Daha önce yapt›¤›m›z bir çal›flma-

da, aterosklerotik diyet ile beslenen tavflan-

lar›n aort ve beyin dokusunda defibrotidin

koruyucu etkisini göstermifltik (11). Bu çal›fl-

mada ise kolesterolden zengin diyetle besle-

nen tavflanlarda uzun süreli defibrotid teda-

visinin kalp ve karaci¤er dokusunda anti-

oksidan aktivite üzerine etkisi araflt›r›lm›flt›r.

Defibrotidin hiperkolestemik tavflan modelin-

de doku hasar›n› azalt›c› özellikleri ile ilgili

olarak daha önce bir çal›flma yap›lmam›flt›r.

Dolay›s›yla, bu çal›flman›n temel amac› tav-

flanlarda kontrollü bir deney modelinde

hiperkolesterolemi ile iliflkili oksidan streste

defibrotidin kalp ve karaci¤er dokular›n› ko-

ruyucu etkilerinin araflt›r›lmas›d›r.

Ak Çelik H. ve ark.

G‹R‹fi

Defibrotid domuz ve s›¤›r mukozas›ndan

elde edilen ortalama 20 kDa a¤›rl›¤›nda fibri-

nolitik ve anti-trombotik etkilere sahip olan

kompleks, tek zincirli bir polideoksiribonük-

leik asittir (1-3). Defibrotidin ABD ve Avrupa’daki

klinik deneyleri a¤›r veno-oklusif hastal›kta

yararl› etkilerini ortaya koymufltur (4,5).

Defibrotid, p›ht›laflmay› önleyici eikosonoid-

lerin sal›n›m›n› artt›r›r (6) ve doku plazmino-

jen aktivatörünün sal›n›m›n› artt›r›p, inhibi-

törlerini azaltarak fibrinolitik aktivite göste-

rir (7). Daha güncel çal›flmalar, Defibrotidin

endotel hücrelerinden nitrik oksid (NO) sal›-

n›m›na neden olarak akut inflamatuar has-

tal›klarda sitoprotektif etkileri olabilece¤ini

göstermektedir (8). 

Reaktif oksijen türlerinin (ROS) hiperkoleste-

rolemik aterosklerozun gelifliminde rolü ol-

du¤u bilinmektedir (9). Hiperkolesterolemi

bir çok yol ile oksidatif stress oluflturabilir 
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Tablo 1. Deney gruplar›.

Gruplar Diyet tipi/ tedavi Diyet içeri¤i

I (n=10) Standard diyet standard tavflan yemi

II (n=10) Yüksek kolesterollü diyet %1 kolesterol ve %1.4 tereya¤ eklenmifl standard tavflan yemi

III (n=10) Standard diyet + defibrotid standard tavflan yemi + 60 mg kg vücut a¤›rl›¤› -1 gün-1 defibrotid (PO)

IV (n=10) Yüksek kolesterollü diyet + defibrotid %1 kolesterol ve %1.4 tereya¤ eklenmifl standard tavflan yemi +

60 mg kg vücut a¤›rl›¤›-1 gün-1 defibrotid (PO)

Antioksidan Durum ve Defibrotid

GEREÇ VE YÖNTEM

Kimyasallar

Çal›flmada kullan›lan tüm kimyasal sarf mal-

zemesi Sigma’dan (Deisenhofen, Almanya)

sa¤lanm›flt›r. 

Deney hayvanlar›

Ege Üniversitesi T›p Fakültesi Deneysel

Cerrahi Bilim dal›ndan temin edilen, a¤›rl›¤›

2-2.5 kg (8-12 haftal›k) olan Yeni Zelanda

türü beyaz erkek tavflanlar çal›flmada kulla-

n›lm›flt›r. Çal›flma bafllang›c›nda toplam k›rk

tavflan rastgele on hayvanl›k dört gruba

ayr›lm›flt›r (Tablo 1).

Grup I : Standard diyet

Grup II : Yüksek kolesterollü diyet

Grup III : Standard diyet + defibrotid

Grup IV : Yüksek kolesterollü diyet +

defibrotid

Çal›flma süresince istedikleri kadar su içme-

lerine izin verilen tavflanlar, 12 saatlik ayd›n-

l›k/karanl›k periyodlar›nda tutulmufllard›r. 2

haftal›k bir adaptasyon süreci sonras›, bazal

total kolesterol, malondialdehid (MDA), kata-

laz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon peroksi-

daz (GSH-Px), glutatyon redüktaz (GSG-Rx)

düzeylerinin tespiti için hayvanlardan venöz

kan al›nm›flt›r. Daha sonraki 8 hafta boyun-

ca deney gruplar›na Tablo 1’de özetlenen

protokol uygulanm›flt›r. Defibrotid, per oral

yol ile içme suyuna kat›larak deneklere veril-

mifltir. ‹ki ayl›k deney protokolünün sonun-

da, hayvanlara anestezi ile ötanazi yap›ld›

ve karaci¤er ve kalpleri belirtilen paramet-

relerin çal›fl›lmas› için ç›kar›ld›. 

Homojenatlar›n haz›rlanmas›

Ötanazi sonras›, karaci¤er ve kalp hemen

ç›kar›larak so¤uk salin ile y›kand›. Dokular

küçük parçalara ay›r›ld›ktan sonra yafl ola-

rak tart›ld› ve 2 ml so¤uk tampon (50 nM

TRIS, 0.1 mM EDTA, pH 7.60) içinde 4°C’de

cam homojenizatör bafll›¤› kullan›larak 2

dakika 1500 r.p.m.’de homojenize edildi.

Sitozolik fraksiyonlar› elde etmek için homo-

jenatlar 4°C’de 30 000 x g’de 60 dakika

santrifüj edildi. Analizler, 4°C’de korunan

supernatantlardan 24 saat içinde yap›ld›.

Serum total kolesterol (TC) ölçümü

Serum total kolesterol düzeyleri Technicon

Dax 48 otomatik analizörde (Bayer Diagnos-

tics, Tokyo, Japonya) kinetik enzimatik metod-

la ölçüldü (Bayer Diagnostics, Toshiba, Tokyo,

Japan).

Homojenatta protein ölçümü

Doku örneklerin protein miktar› Lowry yön-

temi ile otomatik analizörde kantite edildi

(Hitachi 704, Boehringer Mannheim GmbH

Mannheim, Almanya).

Malondialdehid (tiyobarbitürik asid-

reaktifi) ölçümü

MDA, 532 nm dalga boyunda bir post-kolon

fotodiyot dedektörü ile normal faz HPLC ile

ölçüldü (Shimadzu LC 10A, Shimadzu, Kyoto,

Japonya) (12). Seperasyon C18 kolon kulla-

n›larak (4.6 x 25.5 µm Shimpack HRC-ODS)

10 mmol/L potasyum dihidrojen fosfat, pH

6.80: metanol (60:40, (v/v)) ile 0.5 ml/daki-

ka ak›m h›z›nda yap›ld›. MDA kantitasyonu

için 1, 3, 3, 3-tetraethoxipropane (TEP) stan-

dard olarak kullan›ld›. 
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Tablo 2.  Deney gruplar›nda bazal ve deney sonras› kolesterol düzeyleri.

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 

Katalaz (CAT) ölçümü

Doku katalaz aktivitesi spektrofotometrik ola-

rak 405 nm dalga boyunda ölçüldü. Homo-

jenat H 2O2 substrat› ile inkübe edildikten

sonra reaksiyon amonyum molibdat ile

durduruldu. Molibdat ve H2O2 ile oluflan

sar› renk kompleksinin yo¤unlu¤u ölçülerek

katalaz aktivitesi belirlendi (13).

Redükte glutatyon (GSH) ölçümü

Doku homojenatlar›nda GSH analizi Hitachi

704 otomatik analizörde gerçeklefltirildi

(Boehringer Mannheim GmbH Mannheim,

Almanya). GSH ve DTNB (5, 5’-dithiobis 2-

nitrobenzoik asid) reaksiyonu sonucu oluflan

sar› rengin yo¤unlu¤u 405 nm dalga boyun-

da ölçüldü (14).

Glutatyon redüktaz (GSH-Rx) ölçümü

Doku homojenatlar›ndaki enzim aktiviteleri

Hitachi 704 otomatik analizörde (Boehringer

Mannheim GmbH Mannheim, Almanya) tes-

pit edildi. (15). Yöntem reaksiyon kar›fl›m›n-

daki GSH’n›n NADPH varl›¤›nda glutatyon

redüktaz taraf›ndan redükte edilmesine ve

NADPH absorbans›ndaki düflmenin 340 nm’de

ölçülmesine dayanmaktad›r. 

Glutatyon S-transferaz (GSH-ST) ölçümü

Doku homojenatlar›nda enzim aktivitesi, 1-

kloro 2,4 dinitrobenzenin (CDNB) ve glutat-

yon konjugat›n›n yo¤unlu¤unun 340 nm’de

Hitachi 704 otomatik analizörde (Boehringer

Mannheim GmbH Mannheim, Almanya) öl-

çülmesi ile belirlendi (16).

Nitrik oksid metabolitleri (NOx)

(Nitrat/nitrit) ölçümü

Dokularda nitrik oksid üretimi NO2-/NO3-

tespitine dayanan bir metod ile ölçüldü ve 

üretilen NO m etabolitleri (NOx) olarak ifade

edildi (17). Nitrat konsantrasyonu Aspergillus

sp.’den (EC 1.6.6.2) elde edilen nitrat redüktaz

kullan›lan enzimatik, end-point bir metodla

ölçülmüfltür. Yöntem, beta-NADPH’nin oksi-

dasyonu sonucu 340 nm’deki absorbans

düflüflünün ölçülmesine dayanmaktad›r. 

‹statistiksel Analiz

Örneklerin istatistiksel analizi için ANOVA

testi kullan›ld›. Dört gruptaki farkl›l›klar›n

istatistiksel anlaml›l›klar›n›n belirlenmesi için

Duncan testi uyguland›. Çoklu k›yaslamada

tip I hata Bonferroni testi ile kontrol edildi.

Sonuçlar  ortalama ± S.D.  olarak  verildi ve

p < 0.05 istatistiksel olarak anlaml› kabul

edildi. ‹statistiksel analizler SPSS 13 (SPSS

Inc, Chicago, IL, USA) yaz›l›m› kullan›larak

gerçeklefltirildi.

BULGULAR

Tavflanlar›n serum kolesterol düzeyleri Tablo

2’de verilmifltir. Serum kolesterol düzeyleri

kontrol grubunda (Grup I) 86.88 ± 9.35 mg/dl,

kolesterol ile beslenen Grup II’de (Yüksek

kolesterollü diyet) 397.68 ± 78.01 mg/dl ve

Grup IV’de (kolesterol + defibrotid grubunda)

208.71 ± 61.13 mg/dl bazal düzeylerden

yüksek bulundu (p < 0.05). Kolesterol düzey-

leri Grup II’de 6.8 kat artm›flt› fakat defibro-

tid grubu için (Grup III) serum kolesterol

düzeylerinde bir farkl›l›k bulunamad›. 

4 farkl› grup için kalp ve karaci¤er dokula-

r›ndaki malondialdehid düzeyleri Tablo 3 ve

Tablo 4’te gösterilmifltir. MDA miktar› koles-

terol ile beslenen Grup II’de tüm di¤er grup-

lar›n kalp ve karaci¤er düzeyleri ile k›yas-

land›¤›nda yüksek bulundu (p <0.05) (fiekil

1). Kalp ve karaci¤er dokular›nda kolesterol-

defibrotid grubu (Grup IV) ile kontrol (Grup I)  

Ak Çelik H. ve ark.
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fiekil 1.  Defibrotidin in vitro MDA düzeyine etkisi.

Sonuçlar mmol/g yafl doku olarak verilmifl-

tir. Sonuçlar, s›ras›yla kontrol (n=9), koleste-

rol diyeti (n=8), defibrotid diyeti (n=9) ve

kolesterol + defibrotif diyeti (n=6) ile besle-

nen Gruplar›n ortalama ± SD de¤erleridir.

Tablo 3. Kalp dokusunda deneysel parametrelere ait ölçüm sonuçlar›.

Parametre Grup I Grup II Grup III Grup IV Gruplar aras›nda

(kalp dokusunda) Kontrol Kolesterol Defibrotid Kolesterol+defibrotid anlaml› farkl›l›klar

(n=9) (n=8 ) (n=9) (n=6) (p < 0.05) 

MDA (nmol/g yafl doku) 28.7 ± 7.0 57.6 ± 6.9 34.7 ± 3.0 46.3 ± 4.5 II>I,III,IV; IV>I,III

Katalaz(U/mg protein)   765.4 ± 236.1 261.2 ± 46.3 659.5 ± 178.0 383.5 ± 46.4 II<I,III,IV; IV<I,III

GSH (mg/g yafl doku)    891.7 ± 1328.6 134.5 ± 36.2 707.2 ± 38.0 257,8 ± 34.7 II<I,III; IV<I,III

GSH-Rx (mU/mg protein) 227.2 ± 39.7 171.2 ± 9.4  222.5 ± 42.3 189.8 ± 20.9 II<I,III; IV<I,II

GSH-ST (mU/mg protein) 105.1 ± 30.3   60.6 ± 11.9 85.0 ± 11.0 79.1 ± 10.1 II<I,III,IV

NOx (µmol/g yafl doku) 1640.6 ± 785.1 118.8 ± 55.0 1300.8 ± 497.5 430.8 ± 64.3 II<I,III; IV<I,III

Örnekler gereçle r ve yöntemde belirtilen yöntemlerle izole ve kantite edilmifltir. Veriler ortalama de¤er ± S.D format›nda

verilmifltir. * p< 0.05 Gruplar aras› istatistiksel anlaml› farkl›l›k. 

Tablo 4.  Karaci¤er dokusunda deneysel parametrelere ait ölçüm sonuçlar›.

Parametre Grup I Grup II Grup III Grup IV Gruplar aras›nda

(karaci¤er dokusunda) Kontrol Kolesterol Defibrotid Kolesterol+defibrotid anlaml› farkl›l›klar

(n=9) (n=8 ) (n=9) (n=6) (p < 0.05) 

MDA (nmol/g yafl doku) 44.2 ± 8.1 122.4 ± 16.3 48.8 ± 8.3 86.1 ± 9.4 II > I,III,IV; IV > I,III

Katalaz(U/mg protein) 3540.4 ± 370.0 2217.6 ± 177.5  3389.1 ± 122.7 2618.0 ± 101.4 II < I,III; IV < I,III

GSH (mg/g yafl doku) 2.1956 ± 0.393 1.1100 ± 0.1765 2.0088 ± 0.2980   1.5483 ± 0.1273 II < I,III,IV; IV < I,III

GSH-Rx (mU/mg protein)   167.3 ± 23.66 111.5 ± 19.39 165.22 ± 23.51   131.5 ± 28.66 II < I,III

GSH-ST (mU/mg protein)   3517.7 ± 1014.9 1344.2 ± 403.0   3246.1 ± 757.8 2725.0 ± 624.4 II <I,III; III,IV < I

NOx (µmol/g yafl doku)  2366.3 ± 1130.4 253.2 ± 104.0 1537.5 ±  866.6   595.5 ± 126.4 II < I,III;  IV < I

Örnekler gere çler ve yöntemde belirtilen yöntemlerle izole ve kantite edilmifltir. Veriler ortalama de¤er ± S.D format›nda

verilmifltir. * p< 0.05 Gruplar aras› istatistiksel anlaml› farkl›l›k.

ve defibrotid grubu (Grup III) aras›nda an-

laml› farklar tespit edildi (p < 0.05) (fiekil 1). 

Deney gruplar›nda ölçülen doku katalaz akti-

viteleri Tablo 3 ve Tablo 4’te verilmifltir.

Tüm gruplarda, katalaz düzeylerinin kalp

dokusuna k›yasla karaci¤er dokusunda daha

yüksek oldu¤u belirlendi (p <0.05). Kontrol

grubunda (Grup I) kalp ve karaci¤er dokusu

katalaz düzeyleri s›ras›yla 764.4 ± 236.1 ve

3540.4 ± 370 U/mg protein olarak ölçüldü.

Bu de¤erler kolesterol ile beslenen (Grup II)

ve kolesterol + defibrotid diyeti ile beslenen

(Grup IV) gruplar›n kalp ve karaci¤er katalaz

aktivitelerinden   anlaml›   olarak   yüksekti

(p < 0.05). Kalp dokusundaki katalaz aktivi-

tesi defibrotid grubunda (Grup III), koleste-

rol grubu (Grup II) ve kolesterol + defibrotid

grubuna (Grup IV) k›yasla yüksek bulundu

(Grup III > Grup II ve IV) (p < 0.05). Gruplar

aras› farkl›l›klar karaci¤er katalaz düzeyleri 

için de benzerdi ve defibrotid grubunda

(Grup III), Grup II ve Grup IV’e k›yasla art-

m›fl bulundu (p < 0.05) (fiekil 2). 

Kalp dokusunda GSH düzeyleri kolesterol gru-

bunda (Grup II), kontrol (Grup I), defibrotid 
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fiekil 2.  Defibrotidin kontrol ve çal›flma Gruplar›nda

kalp ve karaci¤er katalaz aktivitesi üzerine etkisi.

Sonuçlar U/mg protein olarak verilmifltir.

Sonuçlar, s›ras›yla kontrol (n=9), kolesterol

diyeti (n=8), defibrotid diyeti (n=9) ve koleste-

rol + defibrotif diyeti (n=6) ile beslenen Grup-

lar›n ortalama ± SD de¤erleridir.

(Grup III) ve kolesterol + defibrotid Grupla-

r›na (Grup IV) k›yasla azald›¤› tespit edildi

(Grup II < Grup I, III ve IV) (p < 0.05) (fiekil 3A).

GSH düzeyleri ayr›ca kolesterol + defibrotid

grubunda kontrol ve defibrotid gruplar›na

k›yasla anlaml› olarak daha düflük bulundu

(Grup IV < Grup I, III) (p < 0.05). (Tablo 3)

(fiekil 3A). Kolesterol grubunda (Grup II)

ölçülen kalp dokusu GSH de¤erlerine ben-

zer flekilde ayn› grubun karaci¤er dokusu

GSH düzeyleri de kontrol ve defibrotid grup-

lar›na k›yasla düflük bulundu (Grup II < Grup

I, III) (p < 0.05) (fiekil 3B) (Tablo 4). Ek ola-

rak, GSH düzeylerinin kolesterol + defibro-

tid grubunda, kontrol ve defibrotid grupla-

r›na k›yasla düflük oldu¤u belirlendi (Grup

IV < Grup I and III) (p < 0.05) (fiekil 3B)

(Tablo 4).

Deney sonunda, kalp dokusu GSH-RX enzim

aktiviteleri kolesterol grubunda (Grup II),

kontrol ve defibrotid gruplar›na k›yasla an-

laml› olarak düflük bulundu (Grup II < I, III)

(p < 0.05) (fiekil 4) (Tablo 3). Kalp dokusu

de¤erleri ile uyumlu olarak karaci¤er doku-

sunda da, GSH-Rx enzim aktiviteleri koleste-

rol ile beslenen grupta kontrol ve defibrotid

gruplar›na k›yasla daha düflük de¤erlere sa-

hipti (Grup II < Grup I, III) (p < 0.05). Ayr›ca,

benzer düflüfl e¤ilimi kolesterol + defibrotid

grubunda kontrol ve kolesterol gruplar› ile

k›yasland›¤›nda belirlendi (Grup IV< Grup I,

II) (p<0.05) (fiekil 4) (Tablo 4).

fiekil 3.  GSH düzeylerinde A) kalp ve B) karaci¤er

dokular›ndaki de¤ifliklikler. Sonuçlar mg/g

yafl doku olarak verilmifltir. Sonuçlar, s›ras›yla

kontrol (n=9), kolesterol diyeti (n=8), defibro-

tid diyeti (n=9) ve kolesterol + defibrotif diyeti

(n=6) ile beslenen Gruplar›n ortalama ± SD

de¤erleridir.

Kalp dokusu glutatyon S-transferaz enzim

aktiviteleri kolesterol ile beslenen grupta

kontrol ve defibrotid gruplar›na göre düflük 

(A)

(B)

fiekil 4.  GSH-Rx aktivitesindeki de¤ifliklikler mU/mg

protein olarak verilmifltir. Sonuçlar, s›ras›yla

kontrol (n=9), kolesterol diyeti (n=8), defib-

rotid diyeti (n=9) ve kolesterol + defibrotif

diyeti (n=6) ile beslenen Gruplar›n ortalama

± SD de¤erleridir.
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fiekil 6.  Defibrotidin A) kalp ve B) karaci¤er dokusunda

NOx düzeyine etkisi. Sonuçlar, µmol/g yafl doku

olarak verilmifltir. Sonuçlar, s›ras›yla kontrol

(n=9), kolesterol diyeti (n=8), defibrotid diyeti

(n=9) ve kolesterol + defibrotif diyeti (n=6) ile

beslenen Gruplar›n ortalama ± SD de¤erleridir.
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düflüktü (Grup IV <Grup I, III) (p < 0.05)

(fiekil 6) (Tablo 3). Karaci¤er dokusunda, NOx

düzeyleri benzer flekilde kontrol ve defibro-

tid gruplar›yla karfl›laflt›r›ld›¤›nda kolesterol

grubunda (Grup II) azalm›flt› (Grup II < Grup

I, III) (p < 0.05) (fiekil 6) (Tablo 4). Ayr›ca,

karaci¤er dokusu NOx düzeyleri kontrol ile

k›yasland›¤›nda kolesterol + defibrotid grubun-

da da anlaml› olarak daha düflüktü (Grup

IV< Grup I) (p < 0.05) (fiekil 6) (Tablo 4).

TARTIfiMA

Defibrotid memeli organlar›ndan ekstrakte

edilen ve kontrollü depolimerizasyon ile ha-

z›rlanan moleküler a¤›rl›¤› 15-30 kDa aras›n-

da olan tek zincirli bir polideoksiribonükleo-

tiddir (1,2). Defibrotidin etki mekanizmas›

henüz kesin olarak belirlenmemifltir fakat in

vitro ve in vivo çal›flmalar defibrotidin trom-

bomodulin, t-PA, prostasiklin ve prostoglan-

din E2 sal›n›m›n› stimüle etti¤ini, trombin

oluflumunu, doku faktörlerinin ekspresyo-

nunu, PAI-1 sal›n›m›n› ve endotelin aktivite-

sini ise azaltt›¤›n› göstermifltir (18-22). Dola-

y›s›yla, defibrotidin hücrelerdeki etki mekaniz-

malar›n›n belirsizli¤i yeni araflt›rmalar› ge-

rekli k›lmaktad›r. 

Deneysel ateroskleroz çal›flmalar› için tavflan

iyi bir model oluflturmaktad›r. Nispeten, spon-

tan ateroskleroza dirençli olmalar›na karfl›n,

diyetlerine kolesterol eklenmesi sonucu bir-

kaç ay içinde kolesterole ba¤l› yayg›n lezyon-
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fiekil 5.  Defibrotidin A) kalp ve B) karaci¤er dokusunda

GSH-ST düzeylerine etkisi. Sonuçlar mU/mg

yafl doku olarak verilmifltir. Sonuçlar, s›ras›yla

kontrol (n=9), kolesterol diyeti (n=8), defibro-

tid diyeti (n=9) ve kolesterol + defibrotif diyeti

(n=6) ile beslenen Gruplar›n ortalama ± SD

de¤erleridir.

(A)

(B)

bulundu (Grup II < Grup I, III) (p< 0.05)

(fiekil 5A). Enzim aktivitesi kontroller ile

karfl›laflt›r›ld›¤›nda defibrotid ve kolesterol +

defibrotid gruplar›nda daha düflüktü (Grup

III, IV < Grup I) (p< 0.05) (fiekil 5A) (Tablo 3).

Karaci¤er dokusunda, GST enzim aktivitesi-

nin kolesterol grubunda kontrol ve defibro-

tid gruplar›na göre daha düflük oldu¤u orta-

ya kondu (Grup II < Grup I, III) (p< 0.05)

(fiekil 5B). Ek olarak, GST enzim aktivitesi

kolesterol + defibrotid grubunda kontrol ve

defibrotid gruplar›na k›yasla anlaml› olarak

daha düflük bulundu (Grup IV < Grup I, III)

(p< 0.05) (fiekil 5B) (Tablo 4).

Kalp dokusunda, nitrik oksid metabolitleri-

nin (NOx) düzeyleri kontrol ve defibrotid

gruplar›na k›yasla kolesterol grubunda azal-

m›flt›. (Grup II < Grup I, III) (p < 0.05) (fiekil

6) (Tablo 3). Kalp dokusu NOx düzeyleri

kolesterol + defibrotid grubunda kontrol ve

defibrotid gruplar›ndan anlaml› olarak daha
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lar oluflmaktad›r (23). Literatürde, tavflan-

larda hiperkolesterolemik diyetin vasküler

hücreler üzerine etkilerini gösteren bir çok

çal›flma bulunmaktad›r (24-25). Bununla

beraber, hiperkolesterolemide defibrotidin

doku antioksidan enzimler ve antioksidan

sistem molekülleri üzerine olan etkileri he-

nüz tam olarak ayd›nlat›lamam›flt›r. Dolay›-

s›yla, bu çal›flmada hiperkolesterolemide

defibrotidin olas› koruyucu etkileri ve anti-

oksidan enzim sistemleri ve oksidatif stress

moleküllerinin bu etkilerin oluflumundaki

rollerinin araflt›r›lmas› hedeflenmifltir. 

Tavflanlarda kolesterol ile beslenme sonras›

lipid peroksid düzeylerinin hem karaci¤er

hem de aort dokusunda artt›¤› bildirilmifltir

(26). Birçok araflt›rmac› kolesterol ile bes-

lenme sonras›nda aort ve kalp dokusunda

antioksidan dengenin de¤iflti¤ini tespit et-

mifltir (27-28). Bu çal›flmada, hiperkoleste-

rolemik tavflanlarda diyete eklenen defibro-

tidin kolesterol düzeylerini düflürdü¤ünü

bulduk. Bu sonuçlar Pescador ve ark. (29)'

n›n daha önce bildirdi¤i sonuçlar ile uyumlu

de¤ildir. Çal›flmada, ayr›ca hiperkolestero-

lemik tavflanlar›n kalp ve karaci¤er doku-

lar›nda defibrotidin yararl› koruyucu etkileri

bulundu¤u tespit edilmifltir. Defibrotid teda-

visi oksidan stres moleküllerinin konsant-

rasyonlar›nda ve antioksidan enzim aktivite-

lerinde anlaml› de¤iflikliklere yol açmakta-

d›r. Ayr›ca, defibrotidin belirlenen koruyucu

etkisi doku özgünlü¤üne ba¤l› olabilir. Tav-

flanlarda deney bafllang›c›ndaki bazal düzey-

ler göz önüne al›nd›¤›nda, GSH düzeyleri,

katalaz ve GSH-Rx enzim aktiviteleri kalp do-

kusunda daha yüksek bulunmufltur. Bunun-

la beraber, NOx düzeyleri ve GSH-ST enzim

aktiviteleri ise karaci¤er dokusunda daha

yüksekti. Kolesterolden zengin diyet kalp

dokusunda karaci¤er dokusuna k›yasla kata-

laz enzim aktivitesinde ve GSH düzeyle-

rinde daha fazla bir düflüfle yol açmaktad›r

(Katalaz için 2.93 kat’a karfl›n 1.6 kat dü-

flüfl; GSH düzeyleri için 6.63 kat’a karfl›n 2

kat düflüfl tespit edilmifltir). Buna karfl›n,

MDA ve NOx bazal düzeyleri ve GSH-ST 

enzim aktivitesi k araci¤erde daha yüksekti.

Hiperkolesterolemik diyet, kalp dokusu ile

k›yasland›¤›nda MDA düzeylerinde ve GSH-

ST enzim aktivitesinde daha dramatik bir

düflüfle yol açm›flt›r (MDA için 2.77 kat’a

karfl›n 2 kat; GSH-ST için 2.62 kat’a karfl›n

1.74 kat düflüfl tespit edilmifltir). Fakat, kara-

ci¤erde bazal NOx düzeyleri daha yüksek

olmas›na ra¤men, kolesterolden zengin diyet

kalp dokusunda NOx düzeylerinde daha

dramatik bir düflüfle sebep olmufltur (13.8

kat’a karfl›n 9.34 kat düflüfl). Bu araflt›rma-

n›n en önemli bulgusu Defibrotidin hiper-

kolesteroleminin sebep oldu¤u oksidan stre-

se karfl› koruyucu etkisinin gösterilmesidir.

Defibrotid hiperkolesteroleminin sebep oldu-

¤u oksidan stresi kalp dokusunda GSH ve

NOx düzeyleri ve katalaz enzim aktivitesini

etkileyerek azaltmaktad›r. Buna karfl›n defib-

rotidin koruyucu etkisi karaci¤er dokusunda

daha belirgin olarak MDA düzeyleri ve GSH-

ST aktivitesi üzerine oldu¤u belirlenmifltir. 

Birçok mekanizma k›smen de olsa hiper-

kolesteroleminin tetikledi¤i oksidan stresi

aç›klayabilir. Daha önce yap›lan çal›flmalar

hiperkolesterolemik diyetin düflük dansiteli

lipoproteinlerin oksidatif modifikasyonunda

art›fla sebep oldu¤unu göstermifltir (30).

Birçok çal›flma 4 haftal›k hiperkolesterole-

mik diyet sonras› bir lipid peroksidasyon

mark›r› olan MDA düzeylerinde art›fl bildir-

mifltir (31-33). Di¤er bir araflt›rma uzun

süreli (3 ay) doymam›fl ya¤ asidleri ile bes-

lenmenin tavflanlar›n karaci¤er ve aorta

ekstraktlar›nda lipid peroksidasyonu artt›r-

d›¤›n› göstermifltir (34). Ulutin ve ark. (35),

defibrotidin trombositlerde PGI 2 üretiminde

art›fla, MDA’da azal›fla ve tromboksan A2

üretiminde düflüfle yol açt›¤›n› göstermifltir.

MDA’ya z›t olarak, katalaz lipid peroksidas-

yonun detoksifikasyonunda rolü olan bir

enzimdir (34). Bir hem-protein olan katala-

z›n eritrositlerdeki aktivitesi serumdan daha

yüksektir (30). Kalp dokusu yo¤un aerobik

metabolizma sebebiyle yüksek miktarda

H2O2 üretir. Dolay›s›yla, katalaz›n kalp doku-

sunda daha yüksek antioksidan aktivitesi 
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beklenen bir sonuçtur. Greco ve ark.  (34),

sature ya¤ asidleri ile beslenen tavflanlar›n

karaci¤er ve aorta’lar›nda artm›fl katalaz

aktivitesini bildirmifltir. 

Di¤er bir koruyucu molekül olan glutatyon,

reaktif oksijen türlerine karfl› koruyucu rolü

olan glutatyon peroksidaz›n bir substrat›d›r.

Oksidan stresin sonucunda glutatyon düzey-

leri özellikle intrasellüler kompart›manlarda

düfler (30). Plazma, aort ve karaci¤er doku-

su GSH düzeyleri aterosklerotik tavflanlarda

düflük bulunmufltur (34,36). Farkl› tip hay-

van ve bitki ya¤ asidleri, ayr›ca karaci¤er

GSH düzeylerini düflürmüfltür (37). Ek ola-

rak, GSH-Rx, GSSH redüksiyonunu kataliz-

leyen anahtar bir enzimdir ve biyolojik ola-

rak önemli olan glutatyonu serbest radikal

hasar›na karfl› savaflmak için redükte form-

da tutar (38). Slim ve ark. (39), daha önce

farkl› lipid kombinasyonlar› ile beslenen

tavflanlarda oksidan stress ile antioksidan

enzim aktiviteleri aras›ndaki ters iliflkiyi bil-

dirmifltir. Oksidatif stres durumunda, GSH

miktar›nda düflüfl ve GSH peroksidaz ve glu-

tatyon redüktaz aktivitelerinde azal›fl bulun-

mufltur. Irizar ve ark. (23), total glutatyon

ve GSH-Rx aktivitesinde bir de¤ifliklik bildir-

memifltir fakat hiperkolesterolemik tavflan-

larda karaci¤er dokusunda azalm›fl GST

aktivitesini göstermifllerdir. Di¤er taraftan,

baflka bir araflt›rma grubu tavflanlar›n aort

dokusunda uzun süreli hiperkolesterolemi

sonras› GST’deki düflüfle ek olarak azalm›fl

GSH-Rx aktivitesi bildirmifltir (31). Glutatyon

ile konjugasyonla, glutatyon S-transferaz

taraf›ndan katalizlenen sistem yaflayan bir

organizmay› oluflan reaktif elektrofillerden

koruyan en etkili enzim sistemidir. Tavflan-

lara kolesterol verilmesi, di¤er araflt›r›c›lar›n

bildirdi¤i gibi (40) glutatyon S-transferaz

aktivitesinde belirgin bir azalmaya sebep

olmufltur, bu da aterosklerotik hayvanlar›n

elektrofiller taraf›ndan oluflturulan toksiste-

ye özellikle yatk›n olma olas›l›klar›n› düflün-

dürmektedir. Hücrede, GST ilk defans hat-

t›ndan (süperoksid dismutaz, katalaz ve 

glutatyon peroksidaz) kaça n reaktif oksijen

türleriyle hücre içi etkileflim ile oluflan ikin-

cil oksidasyon ürünlerini detoksifiye eder (41).

Defibrotidin koruyucu mekanizmas›nda en

önemli rolü olabilecek moleküllerden birisi

nitrik oksid’tir. Bu pluripotent molekül hem

otokrin hem de parakrin homeostaz media-

törüdür ve metabolizmas›ndaki bozukluk

birçok patofizyolojik durumla ba¤lant›l›d›r

(42). Dokuda hem art›fl› hem de eksikli¤i

birçok hastal›k durumunun geliflimi ile ba¤-

lant›l›d›r. Dolay›s›yla NO üretiminin uyar›l-

mas› veya inhibe edilmesi farmakolojik

tedavilerde büyük bir terapötik de¤er tafl›r

(42). Hellerman ve ark. (43), defibrotidin

nitrik oksid sentaz›n aktivitesini ve miktar›n›

artt›rd›¤›n› göstermifltir. Bu bilgilerin ›fl›¤›

alt›nda sonuçlar›m›z defibrotidin oksidatif

strese sebep olan hiperkolesterolemi esna-

s›nda nitrik oksid sal›n›m›n› stimüle etti¤ini

göstermektedir.

Sonuçlar›m›z, defibrotidin kalp dokusunda

katalaz, glutatyon ve nitrik oksid üretimine

etkisi oldu¤unu, MDA üretimi ve GSH-ST

aktivitesinin ise karaci¤er dokusunda daha

fazla etkilendi¤ini göstermektedir. Di¤er ta-

raftan, defibrotidin hem kalp hem de kara-

ci¤er dokusunda GSH-Rx aktivitesi üzerine

belirgin bir etkisi bulunamam›flt›r. Sonuç

olarak, bu çal›flma defibrotidin oksidatif

strese sebep olan deneysel hiperkolestero-

lemide ortaya ç›kan doku hasar›n› düzeltici

etkilerinin bulundu¤unu desteklemektedir.

Bu öncül bilgiler defibrotidin hiperkoleste-

rolemik diyetin sebep oldu¤u oksidan stress

tedavisinde alternatif olarak yararl› olabi-

lece¤ine iflaret etmektedir. Bununla beraber

ilac›n terapötik potansiyeli ve etkinli¤i günü-

müzde tedavide kullan›lan ilaçlar ile k›yas-

lanarak yeni çal›flmalarla tam olarak belir-

lenmelidir. 

Teflekkür

Yazarlar Crinos Pharmaceuticals’a (Villa

Guardia, Como, Italy) çal›flmada kullan›lan

defibrotid’i sa¤lad›¤› için teflekkür eder. 
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