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Diyabetik Sicanlarda Diisiik Doz, Kronik Fluvastatin Tedavisinin Periferik
Dokularda Oksidatif / Nitrozatif Stres Uzerine Etkileri

Ozet

Hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan statinlerin (HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri)
antioksidan ve antienflamatuvar gibi kolesterol- bagimsiz (pleiotropik) etkileri
kardiyovaskiiler ve kronik ndrolojik hastaliklardan korunma ya da tedavi i¢in biiyiik ilgi alani
olmaya devam etmektedir. Ote yandan, diyabetik komplikasyonlarda oksidatif stresin énemli
roli bulunmaktadir. Calismamizda kolesterol diizeylerini etkilemeyen diisiik dozdaki
fluvastatin ile kronik tedavi gérmiis diyabetik sicanlarin periferik dokularinda ve plazmada
ilacin antioksidan etkinligi arastirllmistir. Diyabet yetigkin erkek Wistar siganlarda
streptozotosin (STZ, 55 mg/kg, ip) ile olusturulmustur. Bir kismina ve kontrol grubuna alt1 ay
boyunca fluvastatin (2 mg/kg/giin, oral) verilmistir. Fluvastatin STZ enjeksiyonundan bir
hafta sonra uygulanmaya baslanmistir (preventif ¢aligma). Doku homojenatlarinda siiperoksit
dismutaz ve katalaz aktiviteleri, glutation, malondialdehit, protein karbonilasyonu, ileri
protein oksidasyon {iriinleri, hidroperoksit ve 3-nitrotirozin diizeyleri, plazmada ise
hidroksinonenal 4-histidin ile 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin diizeyleri Olglimlenmistir.
Bulgularimiz, kolesterol diizeylerini diisiirmeyen diisiik dozdaki fluvastatinin diyabetik
durumda kolesterol diistiriicii etkiden bagimsiz olarak ortaya ¢ikan énemli dlgiide antioksidan
etkinligi oldugunu gostermektedir. Bu etki diyabetin yol actig1 komplikasyonlardan korunma

ve erken tedavide 6nemli rol oynayabilir.
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Diyabetik Sicanlarda Diisiik Doz, Kronik Fluvastatin Tedavisinin Periferik
Dokularda Oksidatif / Nitrozatif Stres Uzerine Etkileri

Summary

The pleiotropic effects of statins (HMG-CoA reductase inhibitors), including antioxidant and
antienflammatory properties, represent an area of great interest in prevention and therapy of
cardiovascular and neurological chronic diseases. Oxidative stress is universal in diabetes,
being ultimately involved with the development complications. This study examined
antioxidant effect of low-dose (non cholesterol lowering dose), long-term fluvastatin
treatment in peripheral tissues and in plasma from diabetic rats. Experiments were conducted
in Wistar adult male rats. The rats were made diabetic by streptozotocin (STZ, 55 mg/kg, ip).
Some of them and control rats were treated orally for six months with fluvastatin
(2mg/kg/day, p.o) starting one week after STZ injection (preventive study). In tissue
homogenates, superoxide dismutase, catalase activities, glutathion, malondialdehit, protein
carbonyl content, advanced oxidation protein products, lipit hydroperoxide, 3-nitrotyrosine
levels and in plasma hidroksinonenal 4-histidin and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine levels were
measured. Generally fluvastatine showed antioxidant effect on most parameters which were
increased in diabetes. Antioxidant property of fluvastatin, independent of cholesterol

lowering, may play a role in prevention and therapy of early diabetic complications.
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II. Amag¢ ve Kapsam

Diinyada en ¢ok satilan ilaglar arasinda yer alan statinler (3-hidroksi-3-metilglutaril
Koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz inhibitorleri) gerek diyabetik, gerekse diyabetik olmayan
bireylerde hiperkolesterolemi tedavisinde ¢cok yaygin kullanilan ilag grubudur. Genis 6lg¢ekli
klinik caligmalarda statinlerin kardiyovaskiiler hastaliklardan o&liimleri azalttiklarinin
gosterilmesi son yillarda tiim dikkatlerin bu ilaglar {izerine ¢ekilmesine neden olmustur. Ote
yandan, statinlerin kolesterol diisiirlicii etkilerinden bagimsiz olarak ortaya c¢ikan
kardiyovaskiiler protektif etkileri, dnemleri ve ortaya ¢ikis mekanizmalari iizerinde son
yillarda yogun arastirmalar bulunmaktadir. Bu etkiler arasinda endotel disfonksiyonunun
diizelmesi, aterosklerotik plagin stabilizasyonu, oksidatif stres, enflamasyonun ve diiz kas
proliferasyonunun azalmasi, trombojenik yanitlarin inhibisyonu sayilabilir (1-4). Yararh
pleiotropik etkiler olarak adlandirilan bu etkilerin statinlerin kardiyovaskiiler morbidite ve
mortaliteyi azaltici etkinliklerinde biiyiik paylarinin oldugu giderek artan sayidaki deneysel ve

klinik bulgularla kanitlanmaktadir.

Ote yandan, diyabetik hastalarda statinler diyabetik dislipidemi tedavisinde de
kullanilan 1ilk sira ilaglardir ve bu ilaglar diyabetik hastalarda da hem makrovaskiiler
aterosklerotik komplikasyonlar, hem de nefropati ve retinopati gibi mikrovaskiiler diyabetik
komplikasyonlarda koruma olusturmaktadirlar (5-7). Simdiye kadar statin tiirevi ilaclarla
deneysel diyabet modeli olusturulmus deney hayvanlarinda kolesterol diisiiriicii dozlarla
caligmalar yapilmis olmasina karsin (8-7/3) oksidatif stres iizerine olan etkilerin ve

mekanizmalarinin diyabette arastirildigl az sayida ¢calisma bulunmaktadir.

Diabetes mellitus ve komplikasyonlar1 giinlimiizde tiim diinyada artan bir sekilde
onemli bir tibbi sorun haline gelmistir. Tedavide hedef, cok yonlii koruyucu bir strateji ile
diyabetin erken doneminde bu komplikasyonlarin gelismesini Onlemektir. Kronik
hiperglisemi diyabetik komplikasyonlarin baslamas1 ve gelismesinde en dnemli tetikleyicidir
ve karmasik mekanizmalarla mikroanjiopati, nefropati ve noropati gibi erken ve ge¢ donem
komplikasyonlara neden olur (14,15). Hipergliseminin, en Onemli zarar verici etkisi
(glukotoksisite) hiicre ve dokularda serbest oksijen radikalleri (SOR) nin asir1 artmasiyla

gerceklesir ve beraberinde antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasiyla gelisen



oksidatif stres doku ve hiicrelere zarar vererek diyabetik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda
onemli rol oynamaktadir (16-21). Diyabette hiperglisemi aracili SOR esas olarak glukoz
otooksidasyonu ve ileri glikozillenme son firiinleri olusumu ve poliol yolaklarinda asiri
miktarlarda tiretilirler (14,22). SOR kaynakli oksidatif hasar en ¢ok protein, lipid ve niikleik
asit gibi biyomolekiilleri etkilediginden oksidatif stresin roliiniin arastirilmasinda genellikle
bu biyomolekiillerin oksidatif iiriinlerine yonelik belirtecler 6l¢iimlenmektedir. Bu amagla
genellikle stabil, uzun 6miirlii protein ve lipid oksidasyon firlinleri, antioksidan enzimler ve
total antioksidan kapasite saptanmaktadir. Ote yandan, nitrik oksit (NO) kaynakli oksidan
iirlinlerin (6rn. peroksinitrit) asir1 olusumlar1 sonucu proteinlerin nitrozillenmesi nitrozatif
stres olarak bilinmekte ve ortaya ¢ikan iiriin 3-NT (3-nitro tirozin)’ in serum ve doku

diizeyleri 6nemli bir oksidatif belirte¢ olarak kabul edilmektedir (16,18,23)

Diyabette artan oksidatif strese karsi antioksidanlarin preventif amagla kullanilabilecegi
onerilmektedir (19,24,25-27) ve bir ¢ok ¢aligma ile de statinlerin giiclii antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 gdsterilmistir. O nedenle, diyabet ve patolojilerinde artmis oksidatif stresin
oldugu oteki kronik hastaliklara bagli komplikasyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde statinlerin
kolesterol diisiiriici etkiden bagimsiz olarak antioksidan aktivite ile de yararhh etkiler
olusturabilecekleri umulmaktadir. Hem kolesterol diizeylerini diisiiren dozlar, hem de
diisirmeyen diisiik dozlar ile c¢alisgilan aragtirmalarda statinlerin antioksidan etkiyle
kardiyovaskiiler oksidatif stresi azalttiklari, boylece ateroskleroz, hipertansiyon, insiilin
rezistansi, diyabet, kalp yetersizligi gibi kronik hastaliklarda kardiyovaskiiler disfonksiyon
iizerinde yararl etkiler olusturduklart gozlenmistir (4,28, 31-39). Gergekte lipit diisiiriicli etki
oksidatif stresi azaltsa da, statinlerin antioksidan etkileri kolesterol diisiiriicii etkiden bagimsiz

olarak da ortaya ¢ikmaktadir.

Statin grubundan fluvastatin’in de Onemli Olgiide antioksidan etkinligi oldugu
bilinmektedir (29,40,41) ve bu yonde fluvastatin ile diyabette vaskiiler sistem agirlikli az
sayida da olsa calismalar yapilmistir (33,42,43). Ne var ki, yukarida soz edildigi gibi
statinlerle diyabetik modellerde yapilan caligmalar agirlikli olarak kolesterol diisiiriicti
dozlarla gerceklestirildiginden pleiotropik etkilerin mekanizmalarinin anlasilmas1 ve
yorumlanmasi giiclesmektedir. O nedenle bu etkilerin ayirt edilebilmesi i¢in kolesterol
diizeylerini diisiirmeyen ancak pleiotropik etkilerin ortaya ¢iktig1 dozlarla yapilan ¢alismalarin
sayilarinim artmasi gerekmektedir. Orn. yeni ve ilging bir arastirma romatoid artrit modeli

olusturulmus sicanlarda yiiriitiilmiistiir. Primer koruma amacgh 21 giin siireyle kolesterol



diizeylerini etkilemeyen dozda (5mg/kg/giin) fluvastatin tedavisi yapildiginda, aortada artmis
olan 3-NT diizeyleri ve. NAD(P)H oksidaz komponenti olan p22phox msRNA ekspresyonu
diismiis, eNOS ekspresyonu ise etkilenmemistir. Ancak, artritte azalmis olan eNOS
ekspresyonu ise etkilenmemistir. Ancak, artritte azalmis olan eNOS kofaktori
tetrahidrobiopterinin serum diizeyleri tedavi sonunda artmistir. Arastiricilar romatoid artritli
hastalarda statinlerin kardiyovaskiiler mortaliteyi azaltabilecegini Onermislerdir. (44). Bir
baska ilging calisma da spontan hipertansif siganlarda yiiriitiilmiistiir. Bu siganlar kolesterol
diizeylerini diisiirmeyen dozlarda fluvastatin ile tedavi edildiklerinde hipertansif mezenterik
arterde azalmis olan NO ve EDHF bagimli yanitlardan sadece NO-bagimli yanitlar
diizelmistir. Arastiricilar fluvastatinin pleiotropik yararl etkisinin endotelde sadece NO yolagi
tizerinde olustugunu ve bunun da endotel hiicrelerdeki asir1 iiretilen sliperoksit anyonlarinin
fluvastatin tedavisi ile azaltildigii ve ek olarak da eNOS up-regiilasyonunun
gerceklesebilecegini  Onermislerdir. (29). Ateroskleroz modeli olusturulan tavsanlarda da
preventif amagcla, diisiik doz (2mg/kg/giin) 12 hafta siireyle fluvastatin uygulandiginda
aterosklerotik aortada bozulmus NO yanitlar1 diizelmis olarak bulunmustur. Bu etki hem
endotelde eNOS mRNA up-regiilasyonunu hem de siiperoksit radikalinin azalmasiyla
aciklanmustir (45). Benzer olarak Mitani ve ark. da yiiksek kolesterol diyeti ile ateroskleroz
olusturduklar1 tavsanlarda preventif amagla, diisiik dozda (2mg/kg/giin) 20 hafta boyunca
fluvastatin uyguladiklarinda aortada ve plazmada  ateroskleroz belirtegleri ile plak
stabilizasyonunda olumlu etkiler saptamislardir (46). Rikitake ve ark. nin da benzer deney
tasarimi ile 12 haftalik diisiik doz fluvastatin tedavisi sonunda aortada NO-bagimli
gevsemeler diizelmis, siiperoksit anyonlari, LDL oksidasyonu ve intimal plak olusumu
azalmistir (47). STZ-diyabetik sicanlarda yiiriitiiglimiiz bir arastirmada da kolesterol
diizeylerini etkilemeyen dozda (2mg/kg/giin) kronik fluvastatin tedavisinin diyabetik aortada

azalmis olan NO-bagimli gevsemeleri normalize ettigi saptanmastir (43).

Ote yandan, kolesterol diizeylerini diisiiren dozlarda 11 aylik fluvastatin tedavisi
uygulanmis STZ- diyabetik tavsanlarda sadece renal fonksiyonlarin ve bobrek dokusunda
antioksidan enzimlerden glutation peroksidaz (GSH-Px), katalaz (KAT) ve siiperoksit
dismiitaz (SOD) aktivitelerinin 6lgiimlendigi bir ¢alismada fluvastatin diyabette bozulmus
olan renal fonksiyonu diizeltmis, GSH-Px aktivitesinde de diizelme saglamis, ancak CAT ve
SOD aktivitelerini anlamli olarak diizeltmemistir (48). Bu c¢alisma diyabetik siganlarda
fluvastatin tedavisinin bobrekler iizerindeki fonksiyonel ve antioksidan etkilerinin arastirildigi

tek deneysel c¢alismadir. Ancak, arastirmada kolesterol diizeylerini diisiiren doz ile



calisilmistir. STZ diyabetik sicanlarda yiiriittiiglimiiz arastirmalarda da kolesterol diizeylerini
diisiiren dozlarda uygulanan simvastatin tedavisiyle doku ve serumda o6l¢iimlenen

parametrelere gore antioksidan etkinlik belirlenmistir (8,10,11).

Ote yandan, kiiciik 6lcekli bir klinik ¢alismada (10 hasta) hiperlipidemik tip 2 diyabetik
hastalarda fluvastatinin antioksidan etkisi 12 haftalik tedavi sonrasi arastirilmis ve serum
oksidatif stres belirteclerindeki degisimler pravastatin ve simvastatin tedavisi ile
karsilastirilmistir. Calismada kolesterol diisiiriicii dozlar kullanilmis ve  oksidatif stres

iizerinde yararh etkiler bulunmustur (49).

Statinlerin antioksidan etki de dahil olmak {izere pleiotropik etkileri i¢in genel olarak
aciklanan mekanizma/lar bu ilaclarin hiicrelerde kolesterol biyosentez yolaginda yer alan
isoprenoid sentezini inhibe etmeleriyle iliskilendirilmektedir. Oksidatif stresdeki artisi
onleyici etkileri Rho geranil geranilasyonunun inhibisyonu ve Rac 1 aracili siiperoksit
iretiminin azalmasiyla agiklanmistir (50). Rho GTPaz ailesinden olan Racl and
RhoAhipertrofinin mediyatorleri olarak da bilinmektedirler. Rho proteinleri post-
translasyonal isoprenilasyona ugrayarak aktive olurlar. Spontan hipertansif sican kalbinde
statinlerin bu kiicik G proteinlerin isoprenilasyonlarin1 (aktivasyolarini) engelleyerek
kardiyak hipertrofiyi Onledikleri gosterilmis ve arastiricilar statinler ile miyokardial Rho
GTPaz’ larin hedeflenmesinin kardiyak hipertrofinin dnlenmesinde yeni bir tedavi stratejisi
olarak onermislerdir (51). Yiksek glukoz ortamindaki insan aortik endotel hiicre kiiltlirlerinde
ve diyabetik fare damarlarinda da statinlerin Rac 1 ve sonugta NADPH oksidaz inhibisyonu
ile antioksidan aktivite gosterdikleri saptanmustir (52). Ozetle, bulgular statinlerin kalp ve
damarlarda Racl aracili NADPH oksidaz aktivasyonunu inhibe ederek azalttigin
gostermektedir (38,52). Oksidatif stresin arttigi durumlar olan diyabet ve hipertansiyonda
kardiyovaskiiler anjiyotensin AT-1 reseptorlerinin upregiilasyona ugradigi saptanmistir
(53,54). Bu reseptorlerin uyarilmast NADPH oksidaz aktivasyonu ile agir1 SOR iiretimine ve
redoks duyarli genlerin (kemotaksis, adhezyon molekiilleri, proenflamatuvar sitokinler ve
matriks metaloproteinaz) aktivasyonuna neden olmaktadir (55-57). Statinler anjiyotensin AT-

1 reseptorlerinin ekspresyonlarini da azaltmaktadirlar (54).

Patolojilerinde oksidatif stres ve enflamasyonun rol oynadigi santral sinir sistemi
hastaliklarinda da statinlerin yararlar1 arastirilmaktadir. inme (stroke) ye kars1 da pleiotropik

etkiler ile koruma olusturabildikleri gosterilmistir (58).



Fluvastatin’ in diyabette periferik dokularda antioksidan etkinligine iliskin kapsamli bir
arastirma bulunmamasindan yola ¢iktigimiz bu projemizde kolesterol diizeyini diislirmeyen
dozda (2mg/kg, giin) kronik (6 ay) fluvastatin tedavisinin STZ- diyabetik sicanlarin periferik
dokularinda artmis olan lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ile antioksidan defans
enzimler ve diisiik molekiil agirlikli antioksidan molekiillerin diizeyleri iizerindeki etkileri
saptanmigtir. Boylece diislik doz -kronik statin tedavisinin diyabetik durumda hipergliseminin
indiikledigi oksidatif stresi ne Olgiide Onleyebilecegi ve kronik kullanimdaki Oneminin
aydinlatilmasi saglanmistir. Arastirmamizda fluvastatin tedavisine diyabet olusur olusmaz
(komplikasyonlar ortaya c¢ikmadan Once) baslanarak preventif agidan degerlendirme
yapilmas1 amaglanmustir. Ote yandan, pleiotropik etkiler kisa zamanda ortaya ¢iktiklari igin
literatiirde bu yonde uzun siireli bir calisma bulunmamaktadir. Oysa yararli pleiotropik
etkilerin kronik kullanimda da gegerli olup olmayacaginin bilinmesi 6nemlidir. Diyabetin yani
sira, bulgular arttikga oksidatif stresin patolojilerinde onemli rol oynadigr Oteki kronik
hastaliklarda da (ateroskleroz, hipertansiyon, romatoit artrit ve diger enflamatuvar hastaliklar,
norolojik hastaliklar gibi) primer koruma amagli olarak statinlerin kullanilmalar1 belki de

gelecekte miimkiin olabilecektir.

III. Materyal ve Yontem

Arastirmamizda yetiskin erkek Wistar siganlar kullanilmistir. Olusturulan dort grup su

sekildedir:

e Es yas kontrol grubu (n=15) (K),

e Diyabetik grup (n=15) (D),

e Fluvastatin tedavili kontrol grubu (n=15) (KF)
¢ Fluvastatin tedavili diyabetik grup (n=15) (KF)

Hayvanlarin beslenmeleri, sigcanlar i¢in 06zel {iretilmis “standart yem”ler ile

saglanmistir. Yem ve su kisitlamasi uygulanmamustir.

Diyabet, 55 mg/kg dozdaki streptozotosin (STZ)’ in tek doz, i.p. uygulamasiyla
olusturulmustur. STZ, sodyum sitrat tamponu iginde (0.05 M, pH 4.5) hazirlanarak ve

bekletmeden injekte edilmistir. 1 hafta sonunda kuyruk veninden elde edilen bir damla kanda



stikler araciligi ile glukoz oSlger ile glukoz diizeyleri saptanmis ve kan glukoz diizeyi 250
mg/dl ve daha {izeri olanlar diyabetik olarak kabul edilmistir ve 2 mg/kg dozda oral gavaj ile
baslanan (preventif ¢alisma) fluvastatin tedavisi 6 ay siirdiiriilmiistiir (fluvastatin saf toz
halinde Novartis® —Isvicre’ den saglanmistir). Es-yas kontrol grubudaki hayvanlara bir kez
sadece diyabetojen ajan STZ yerine ¢oziicii sitrat tamponu uygun hacimda i.p. olarak
uygulanmistir. Sonrasinda oral gavajla fluvastatin yerine 6 ay boyunca sadece uygun hacimda

¢oziicii su verilmistir

Tedavi sonlandiginda siganlarin beden agirliklar1 dlgiilmiis, ketamin (100 mg/kg, ip,
Ketalar®, Pfizer) anestezisi altinda kalp, bobrek, pankreas ve karacigerleri alinarak dokular -

80° C’ lik derin dondurucuda biyokimyasal ¢alismalar gergeklestirilinceye kadar saklanmustur.

Kan 6rneklerinde glukoz Accu-Check go® (Roche) glukoz dlcer ile siganlarin dokulari
alinmadan hemen Once anestezi altinda kalpten alinan kanlarda, total kolesterol ve trigliserid

konsantrasyonlar ise elde edilen plazmalarda otoanalizérde 6l¢limlenmistir.

Dokularda olgiimlenen parametreler sunlardir:

e SOD (siiperoksit dismutaz) aktivitesi (spektrofotometrik yontem) (59),

e CAT (katalaz) aktivitesi (spektrofotometrik yontem), (60),

e GSH (glutation) diizeyleri (spektrofotometrik yontem, kit ile),

e LHP (lipit hidroperoksit: lipit hidroperoksidasyon gostergesi) diizeyleri
(spektrofotometrik yontem), (61),

e TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif substans: MDA prekiirsorii, lipit oksidasyon
belirteci ) diizeyleri (spektrofotometrik yontem), (62),

e 3-NT (3-nitrotirozin : nitrosatif stres belirteci) diizeyleri (ELISA),

e PCC (protein carbonyl content: protein karbonilasyon belirteci: PK) diizeyleri
(spektrofotometrik yontem), (63),

e AOPP (advanced oxidation protein products: ileri oksitlenmis protein tirtinleri:

protein oksidasyon belirteci) diizeyleri (spektrofotometrik yontem), (64),

Plazmada o6l¢iimlenen parametreler sunlardir:



e HNE-4 His (hidroksinonenal- 4 histidin: doymamis yag asitlerinin oksidasyon
irlinli) diizeyleri (ELISA)

e 8-OhdG (8-hydroxy-2'-deoxyguanosine: DNA oksidatif hasar belirteci)
diizeyleri (ELISA)

Total protein diizeyleri ise Bradford’ un tanimladigi yontemle, bovin serum alblimin

kullanilarak ol¢timlenmistir (65).

IV. Analiz ve Bulgular

Istatistik analiz

Olgiimlenen degerler ortalama standart hatalar1 (OSH) ile birlikte verilmistir. Gruplar
arast farkin analizi ANOVA ile yapilmistir. Ardindan Student-Newman-Keul’s post test

uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak belirlenmistir.

Hayvanlarin genel karakteristikleri:

Hayvanlarin genel karakteristikleri Cizelge 1° de sunulmustur. Uygulanan diisiik
dozdaki fluvastatin diyabetik grupta artmig olan kan glukoz, kolesterol ve trigliserid
degerlerini etkilememistir. Fluvastatin tedavisi diyabette ortaya ¢ikan kilo kaybi iizerine de

herhangi bir etki géstermemistir.

Cizelge 1. Gruplardaki ratlarin genel karakteristik 6zellikleri

Kontrol Diyabetik  Fluvastatin tedavili Fluvastatin tedavili
diyabetik kontrol
Beden ag (g) 352+ 20 240 + 25%* 250 + 28* 342 £12
Glukoz (mg/dl) 122+ 10 543 + 32% 555+ 27* 129+ 13
Trigliserit (mg/dl) 55+4 80 + 6* 81 + 7* 58+6
Kolesterol(mg/dl) 48 +5 65 + 3% 60 + 3* 51+3

* Kontrol ve Fluvastatin tedavili gruplara gore farkl, p<0.05, n: 10-12



Gruplarda ol¢iimlenen oksidatif / nitrozatif stres parametreleri :

Cizelge 2 “ de dokularda 6l¢iimlenmis parametreler, Cizelge 3’ de ise plazmada

Olctimlenmis parametreler gosterilmistir.

e Periferik dokularda dlgiimlenen parametreler :

Kalp:

Kontrol krubu ile karsilastirildiginda diyabetik grubun kalp homojenatlarinda TBARS,
LHP, PCC, 3-NT diizeyleri ve CAT aktivitesi anlamli olarak artmis (sirastyla %.72, %.68,
%358, %18. ve %64), glutatyon diizeyleri ise anlamli olarak (%25) diismiistiir. Fluvastatin
tedavisi glutatyon diizeylerini etkilememis, ancak sozii edilen 6teki parametrelerdeki artislar
bliyiik oranda anlamli olarak onlemistir. Bu dokuda SOD aktivitesi ve AOPP diizeyleri hi¢bir

grupta anlamli olarak degismemistir.

Karaciger

Diyabetik hayvanlarin karaciger homojenatlarinda TBARS, PCC, 3-NT ve AOPP
diizeyleri kontrollerininkine gore sirasiyla % 57, % 42, % 32, ve %58 ; SOD aktivitesi ise %
28 oranlarinda artmis olarak bulunmustur. Fluvastatin tedavisi bu parametreleri kontrol
degerlerine diisiirmiistiir. Ote yandan, glutatyon ve LHP diizeyleri ile CAT aktivitesi higbir

grupta anlamli olarak degismemistir.

Pankreas:

Diyabetik hayvanlarin pankreas homojenatlarinda TBARS, 3-NT, PCC diizeyleri ile
SOD ve CAT aktiviteleri kontrol gruplarina goére anlamli olarak sirasiyla % 45, % 45, % 56,
% 81 ve % 40 oranlarinda artmistir. Fluvastatin tedavisi bu parametrelerin bazilarin1 tamamen
kontrol degerlerine ¢ekmis, bazilarii ise kontrol degerlere ulasmasa da diisiirmiistiir. Ote
yandan, glutatyon, LHP ve AOPP diizeyleri kontrollerine gore hi¢bir grupta anlamli olarak

degismemistir.
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Bobrek:

Diyabetik hayvanlarin bobrek homojenatlarinda TBARS, 3-NT ve PCC diizeyleri
kontrol grubuna gore sirasiyla % 14, % 26 ve % 30 oranlarinda artmis, CAT aktivitesi ise
%14 oranlarnda arzalmis olarak bulunmustur. Glutatyon diizeyi de kontrol grubuna gore
diyabetik grubta % 17 oraninda azalmis olarak bulunmugstur. Fluvastatin tedavisi bu
bozukluklar1 biiyiik oranda 6nlemistir. Ote yandan AOPP ve LHP diizeyleri ile SOD

aktivitelerindeki degisimler hi¢bir grupda anlamli bulunmamastir.

e Plazmada 6l¢iimlenen parametreler:

Kontrollerine gore diyabetik grupta plazma HNE-4His ve 8-OhdG diizeyleri sirasiyla
% 25 ve % 104 oranlarinda anlamli olarak armistir. Fluvastatin tedavisi bu degerlerdeki

artiglar1 az onlemistir ve azalmalar istatistiksel olarak anlamli degildir.

Cizelge 2. Gruplardaki doku homojenatlarinda fluvastatin (FLUV) tedavisinin oksidatif /
nitrosatif parametreleri lizerine etkileri
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GRUPLAR * | KONTROL | FLUV FLUV
TEDAVILI | DIiYABETIK | TEDAVILI
DOKULAR KONTROL DIYABETIK
TBARS 1.80+0.20 2.50+0.42 3.10+0.35" 2.12+0.18"
LHP 9.32+0.33 9.04+0.58 15.71£1.23° 9.73+0.80"
PCC 12.48+1.31 14.42+2.73 19.75+1.98° 16.12+1.20™7
KALP AOPPs 3.78+0.27 3.73+0.31 4.41+033 4.20+037 .
3-NT 82.13+2.81 73.56£6.05 96.66+4.21 60.98+3.28>
SOD 0.075+0.01 0.077+0.011 0.089+0.005 0.089+0.005
CAT 24.58+2.80 36.23+1.95 40.45+2.38* 39.93+1.36"
GSH 18.77+1.30 16.26+0.95 14.00£1.01° 16.13+0.80
TBARS 0.85+0.03 0.88+0.11 1.29+0.05" 1.08£0.19
LHP 4.39+0.37 5.31+0.96 4.89+0.16 4.61+0.4
PCC 10.01£0.80 9.80+1.08 14.21£1.50° 9.05+1.33"
. AOPPs 2.25+0.24 2.50+0.23 3.55+0.29" 3.23+0.37
KARACIGER 3-NT 74.45+4.04 85.05+3.90 100.35+5.16° | 78.49+5.20"
SOD 0.13+0.01 0.18+0.005 0.16+0.009" 0.15+0.003"
CAT 1093470 1216+44 125160 1196+64
GSH 24.90+2.06 24.19+0.98 22.08+1.97 25.01+1.86
TBARS 0.48+0.029 0.38+0.039 0.70+0.083 0.47+0.033"
LHP 4.71+1.66 3.61+0.72 5.80+0.62 5.80+0.62
PCC 23.07+3.34 31.18+6.19 35.90+2.67 29.93+1.417
AOPPs 2.12+0.21 2.62+0.69 2.48+0.23 2.53+0.51
PANKREAS o7 83.38+8.99 101.73+£8.46* | 121.21£11.95 | 74.13+4.13"
SOD 0.098+0.022 | 0.152+0.020 0.178+0.020° | 0.181+0.021
CAT 312.87+24.66 | 306.64+13.73 | 436.57+28.34" | 339.62+12.117
GSH 10.19+1.01 9.57+0.77 9.19+0.69 11.62+0.42
TBARS 1.65+0.22 1.99+0.40 2.25+0.19" 1.71£0.197
LHP 9.40+0.18 12.06+2.47 11.10+1.48 8.38+0.78
PCC 10.25+0.60 12.45+0.79 14.72+0.43° 11.47+1.107
" AOPPs 2.65+0.24 2.65+0.16 3.47+0.23 2.96+0.34
BOBREK 3-NT 139.2442.13 146.31+7.08 162.17£5.94*% | 140.44+4.96
SOD 0.106£0.006 | 0.114+0.009 0.144+0.036 0.1300.087
CAT 917.28+64.27 | 952.48+92.84 | 792.67+42.81* | 888.06+24.26
GSH 19.73+0.46 19.77+1.92 16.28+1.33" 16.36+0.62

Tiyobarbitiirik asit reaktif bilesikler (TBARs; nmol/mg protein, Lipid hidroperoksit (LHP;
nmol/mg protein), Protein karbonilasyon iiriinleri (PCC; nmol/mg protein), Ilerlemis protein
oksidasyon iirtinleri (AOPPs, nmol/mg protein), 3-Nitrotirosin, (3-NT, pmol/mg protein),
Glutatyon (GSH; nmol/mg protein), Superoksit Dismutaz aktivitesi, (SOD; IU/mg protein),
Katalaz aktivitesi (CAT; IU/mg protein). * Kontrol grubuna gore farklilik, * diyabetik gruba

gore farklilik, n:6, p<0.05
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Cizelge 3. Plazmada olgiimlenmis parametreler

Fluvastatin Fluvastatin

Kontrol tedavili kontrol Diyabetik tedavili diyabetik
HNE-4His 3.09 +0.49 3.05+0.49 3.84 +£0.19* 3.51+0.45
8-OhdG 1.31 +0.40 2.00 + 0.44 2.68 +£0.85* 2.57+0.88

HNE 4-His : Hidroksinonenal-4 histidin : ug/mg protein n:7; 8-OhdG : 8-hidroksi-2'-
deoksiguanosin : ng/ml ; n :5-7, * Kontrol grubuna gore farkiilik, p<0.05.

V. Sonuc ve Oneriler

Fluvastatin tedavisinin diyabette periferik dokularda antioksidan etkinligine iliskin
kapsamli bir arastirma bulunmamasindan yola ¢iktigimiz bu projemizde kolesterol diizeyini
disirmeyen dozda (2mg/kg, giin) kronik (6 ay) fluvastatin tedavisinin STZ- diyabetik
siganlarin periferik dokularinda artmis olan lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ile
antioksidan defans enzimler ve diisiik molekiil agirlikli antioksidan molekiillerin diizeyleri
iizerindeki etkileri saptanmustir. Arastirmamizda fluvastatin tedavisine diyabet olusur
olusmaz (komplikasyonlar ortaya ¢ikmadan 6nce) baslanarak preventif agidan degerlendirme
yapilmasi amaclanmistir. Bulgularimiz fluvastatinin diyabetik durumda kronik olarak ve
kolesterol diizeylerini diisiirmeyen dozda uygulanmasinin diyabette hiperglisemi kaynakli
artan oksidatif stresi bir ¢ok parametre lizerinden olumlu yonde etkiledigini gdstermistir.
Diisiik dozdaki fluvastatinin bu etkisi beklendigi gibi kan glukozu, kolesterol ve trigliserid

diizeylerini etkilemeksizin ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda, oOl¢lim yapilan tiim diyabetik dokularda (kalp, karaciger, bobrek,
pankreas ve karaciger) beklendigi gibi, TBARS diizeyleri saglikli (kontrol) grupdakilere gore
anlamli olarak artmig ve fluvastatin tedavisi bu artiglar1 Onlemistir. Lipit peroksidasyon
reaksiyonlar1 sirasinda olusan reaktif aldehit diizeyleri diyabetik dokularda artmis oksidatif
stresin siddetiyle baglantili olarak dokulara zarar verirler. Bu reaktif aldehitler proteinler,
fosfolipitler, ve niikleotidler ile reaksiyona girerek stabil iirlinlere doniisiirler. Boylece bu
toksik aldehitlerin diyabet siirecinde kronik olarak aktivasyonlart DNA ve protein sentezinde
inhibisyona, antioksidan ve bagka 6teki enzimlerde inaktivasyona, ve notrofil migrasyonunun
uyarilmasina neden olurlar. Calismamizda lipit peroksidasyonunun gostergesi olan lipit

hidroperoksit (LHP) diizeyi sadece diyabetik kalpte kontrollere gére anlamli olarak artmis ve
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fluvastatin bu artis1 kismen Onlemistir. Cesitli deneysel modellerde fluvastatin ve
metabolitlerinin kimyasal yapilariyla iliskili olarak lipit peroksidasyonu iizerindeki
antioksidan yararli etkisi gosterilmistir (37, 67-69). Diyabette hiperglisemi aracili artan lipit
peroksidasyonu oOzellikle damarlarda aterosklerozun gelismesinde c¢ok ©nemli bir rol
oynamaktadir. Fluvastatinin kalp iizerindeki bu etkisi de antioksidan etkiyle koruma agisindan
onemli olabilir. Yeni klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar tedaviye antioksidan etkili
bilesiklerin eklenmesinin diyabet dahil olmak iizere patolojilerinde asir1 SOR aracili
hasarlanmanin rol oynadigi hastalik ve komplikasyon riskini azaltabildigini gostermektedir

(19,66).

Ote yandan, serbest radikal aracili protein oksidasyonu ve protein karbonil olusumu
gibi aminoasitlerdeki modifikasyonlar, protein siilfidril gruplarinin azalmasi / tiiketilmesi,
tirozin rezidiilerinin nitrozillenmesi ve AOOP olusumlari hiicrelerde enzim aktivitelerinde
bozulmaya / azalmaya, hiicrelerde proteinlerin agregasyon, fragmentasyon ve
denutarasyonlarina neden olur. Tiim bunlar diyabetik komplikasyonlarin en Onemli
nedenlerindendir. Caligmamizda protein oksidasyonu, karbonilasyonu ve 3-NT diizeyleri
Olciim yapilan dokularin ¢ogunda kontrollerine gore artmis olarak bulunmustur. Protein
oksidasyonu, hidroperoksi, peroksinitrit, hidroksi ve peroksi gibi SOR tiirevleri varliginda,
direkt ve indirekt bir ¢ok yolla gerceklesebilir. Protein oksidasyon {iriinleri arasinda PCC, 3-
NT gibi yan zincir oksidasyon iiriinleri, AOPP gibi ¢apraz baglanma {iriinleri bulunmaktadir.
Oksidatif stresin erken agsamasinda olusan ve diger stres parametrelerine gére daha uzun siire
ve stabil kalabilen bu gostergeler giivenilir gostergeler olarak kabul edilmektedir (70).
Peroksinitrit olusumundaki artislar diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde ©nemli rol
oynamaktadir. Peroksinitrit anyonu proteinlerin tiyol gruplarini oksitleyerek, lipit
peroksidasyonunu baslatarak ve aminoasitlerin tirozin grubunda nitrasyona (nitro tirozin
olusumuna) neden olarak hiicrelerde toksik etki gosterir. Nitrasyon antioksidan enzimlerin
inhibisyonuna, signal ileti yolaklarinda bozukluklara ve pankreas beta hiicrelerde yikima
neden olur (69). Calismamizda protein nitrasyonunun Onemli bir gostergesi olan 3-NT
diizeyleri de ol¢iimlenmistir ve diyabette arttig1 bilinen bu biyogosterge (71,72) calistigimiz
tiim dokularda kontrol grubuna gore anlamli artiglar gostermistir, bir baska deyisle nitrozatif

stres artmig ve tedaviden sonra ¢ogu dokuda kontrol degerlerine diigmiistiir.
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Aragtirmamizda c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyon iirinii olan HNE-4
histidin (4-hidroksi 2 nonenal-4 histidin) de plazmada Olglimlenmistir. Oksidatif stres
kosullarinda HNE-4 his diizeyleri asir1 artmakta, yikimlari azalmaktadir. Bu firiin de
proteinlere baglanarak yapilarin1 bozar, bdylece disfonksiyona neden olur. Diyabetik
plazmada artmis olarak buldugumuz HNE-4 diizeyleri fluvastatin tedavisinden sonra anlamli

olmayan az miktarda bir diigiis gostermistir.

Ote yandan, bir ¢ok arastirici kronik hipergliseminin antioksidan defans enzimlerinde
aktivasyona neden oldugunu gostermistir ve genel olarak bu durum artan oksidatif strese kars1
artan bir defans mekanizmasi olarak yorumlanmaktadir(67,69,72,73,). Bizim calismamizda
diyabetik grupta pankreas ve karaciger homojenatlarinda SOD aktivitesi kontol grubuna gore
anlamli olarak artmistir. ilging olarak, fluvastatinin SOD aktivitesini anlamli olarak arttirdig
kontrol tedavili gruptaki ¢ogu doku homojenatlarinda gézlenmistir. CAT aktivitesi de kontrol
- fluvastatin tedavisinden sonra pankreas disindaki dokularda anlamli olarak artmuistir.
Kontrol grubunda tedaviden sonra GSH diizeyleri kalp ve bobrekte anlamli olarak azalmistir,
diger dokularda azalmalar anlamli bulunmamistir. Yapilan ¢alismalarda diyabetik durumda
GSH diizeylerinin saglikli durumdakine gore anlamli sekilde diisiik oldugu rapor edilmistir
(73). Bu durum asir1 oksidatif stresin GSH’ 1 tiikketmesiyle iliskilendirilmektedir. Ote yandan,
STZ- diyabetik tavsanlarda yapilan bir calismada kolesterol diizeylerini diisiiren dozlarda 11
ay fluvastatin tedavisinin bobrek dokusunda GSH-Px aktivitesinde diizelme sagladigi, CAT
ve SOD aktivitelerini ise anlaml1 olarak diizeltmedigi, buna karsin, bobrek fonksiyonlarinda
diizelme sagladig: bildirilmistir. (48). Ote yandan, literatiirde deneysel diyabetik durumda
GSH diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerindeki farkli bulgular (azalma, artma ya da
degismeme) diyabetin siiresi ve siddeti ve de ¢alisilan dokulardaki farkliliklar ile agiklanmaya

caligilmaktadir.

Kiiclik olgekli bir klinik calismada ise hiperlipidemik tip 2 diyabetik hastalarda
fluvastatin ile kolesterol diistiriicii dozlardaki tedavi ile oksidatif stres iizerinde yararl etkiler
bulunmustur (49). Deneysel hiperkolesterolemik tavsan karotid arterinde de fluvastatin
antioksidan etkiyle olumlu fonksiyonel etkiler gostermistir (33). STZ- diyabetik siganlarda
ylrittiigimiiz arastirmalarda da kolesterol diizeylerini diisiiren dozlarda uygulanan
simvastatin tedavisiyle doku ve serumda Ol¢liimlenen parametrelere gore antioksidan etkinlik

belirlenmistir (8,10,11).
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Ozetle bulgularimiz, beklendigi gibi, kronik diyabette periferik dokularda oksidatif
stresin arttigin1 ve diislik doz fluvastatin ile tedavinin bir ¢ok oksidatif /nitrosatif stresle ilgili
biyogdstergeleri olumlu yonde etkiledigini gostermistir. Statinlerin antioksidan etki de dahil
olmak iizere pleiotropik etkilerin cogu igin genel olarak agiklanan mekanizma/lar bu ilaglarin
hiicrelerde kolesterol biyosentez yolaginda yer alan isoprenoid sentezini inhibe etmeleriyle
iliskilendirilmektedir. (50). Statinlerin Rac 1 ve sonugta NADPH oksidaz inhibisyonu ile
antioksidan aktivite gosterdikleri saptanmistir (52). Asirt NADPH oksidaz aktivasyonu asir1
SOR iiretimine ve sonugta redoks duyarli genlerin (kemotaksis, adhezyon molekiilleri,
proenflamatuvar sitokinler ve matriks metaloproteinaz) aktivasyonuna neden olmaktadir (55-
57).

Arastirmamizda plazmada, oksidatif DNA hasar gostergelerinden olan 8-hydroksi-2'-
deoksiguanosin (8-OhdG ) diizeyleri de dl¢limlenmistir. Fluvastatinin oksidatif DNA hasarina
kars1 koruyucu etkinligi oldugu daha once yapilan bir ¢calismada gdsterilmistir ve bu etkinin
fluvastatin ve metabolitlerinin hidroksil ve siiperoksit radikallerini sondiiriicii 6zelligine bagh
olarak gelistigi bildirilmistir (41). Calismamizda plazma 8-OhdG diizeyleri, kontrol grubuna
gore diyabetik grupta anlamli olarak artmistir. Fluvastatin tedavisi bu parametredaki artisi
diistirmtis, ne var ki, bu diisiis anlamli diizeye erisememistir. Bu konuda daha fazla ¢alismaya
gerek vardir. Diisiik doz belki de bu yonde yeterli olmamaktadir. Doku 8-OhdG diizeylerinin

de dlgiilmesi ve doz- bagimli ¢aligmalarin yapilmasi bu yoniiyle ilging olabilir.

Bulgularimiz, diyabetin erken déneminde komplikasyonlar ilerlemeden ya da pre-
diyabetik donemde statinlerin gelecekte diisiik dozlarda kullanimlarinin yararl olabilecegini
gostermektedir. Boylece oksidatif strese bagli olarak gelisen organ hasar1 hiperlipidemiye
bakilmaksizin erken —diisiik doz statin tedavisi ile 6nlenebilir. Ek olarak, diyabetin yan1 sira
oksidatif stresin ve dolayisi ile enflamasyonun 6nemli oldugu oteki kronik hastaliklarda
(ateroskleroz, hipertansiyon, romatoit artrit ve diger enflamatuvar hastaliklar, norolojik
hastaliklar gibi) primer koruma amaclh kullanim icin de diisilk doz fluvastatin ile yeni

arastirmalar yapilabilir.

VI. Kaynaklar
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a) Mali Bilanco ve Aciklamalari

Odenek: 22.500.00 TL
Harcanan: 14.950.00 TL

b) Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullammina Dair
Aciklamalar

Makine ve techizat alinmamistir

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan analiz
ayrintilar)

d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)  (Altyapr Projeleri icin
uygulanmaz)
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e) Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapr Projeleri icin
uygulanmaz)

Yaymna hazirlanmaktadir.

NOT :Verilen kesin rapor bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde
verilecek, kesin rapor Komisyon onayindan sonra ciltlenerek bir
kopyasmin yer aldig1 CD ile birlikte sunulacaktir. Kesin raporda proje
sonuclarim iceren, ISI’ min SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri
kapsaminda ve diger uluslar arasi dizinlerce taranan hakemli dergilerde
yaymlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve Bulgular
boliimleri yerine kabul edilir.




