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Amag: Bu ¢alismanin amaci, bacak iskemi reperfiizyonu sonrasi eritrosit membran blitiinliigi tizerine statin (rosuvastatin) ile 6n tedavi-
nin koruyucu etkisini arastirmaktir.

Gereg ve Yéntem: Yirmi eriskin erkek Wistar rat iki gruba ayrildi. iskemi reperfiizyon ve statin ile 6n tedavi yapilan grup I (n:10) olarak
ve tedavi edilmeyen grup Il (n:10) olarak kabul edildi. Grup I'de rosuvastatin, glinde tek doz 20mg/kg/giin dozunda 21 giin orogastrik
sonda yoluyla verildi. Gup II'de 5cc/giin salin soliisyonu orogastrik sonda ile verildi. 22. giin her iki gruba da 4 saat iskemi, 4 saat reper-
flizyon gergeklestirildi. Ratlar reperfiizyon periyodunun sonunda sakrifiye edilerek asendan aortadan biyokimyasal 6l¢iimler igin 5cc kan
alindl. Eritrosit membran hasarini géstermek icin Na+-K+ ATPase aktivitesi ve serum malondialdehyde (MDA) diizeyi, hemolizi gostermek
icin serum LDH ve AST diizeyleri, ek olarak lipid metabolizmasini degerlendirmek igin serum triagilgliserol (TAG), total kolesterol (TC), yiik-
sek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-C), diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-C) diizeyleri él¢ildii.

Bulgular: Gruplar karsilastirildiginda, serum MDA, LDL-C, TC ve serum LDH ve AST diizeylerinin Grup I'de anlamli olarak daha diisiik oldu-
du goriildii. Membran Na+-K+ ATPase aktivitesi ve serum HDL-C diizeyleri, Grup I'de daha yiiksek bulundu. Grup I'de MDA ve Na+-K+
ATPase aktivitesi arasinda negatif korelasyon bulundu. Ek olarak, serum MDA diizeylerindeki azalma, LDL-C diizeylerindeki azalma ile bir-
liktelik gésteriyordu.

Sonug: Rosuvastatin ile 6n tedavi, bacak iskemi reperfiizyon sonrasi eritrosit membran biitiinliigi tizerine ve dolayisi ile hemolize karsi
koruyucu etki géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Rosuvastatin kalsiyum, Hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz inhibitérleri, Kan hiicreleri, iskemi-reperfiizyon hasari

Effects of Rosuvastatin on Erythrocyte Membrane Integrity after Hindlimb Ischemia
Reperfusion in Rats

Abstract

Objective: Aim of this study is to research the protective effect of pretreatment with statin (rosuvastatin) on erythrocyte membrane in-
tegrity after hindlimb ischemia reperfusion.

Material and Method: Twenty adult male Wistar rats were divided into two groups. Ischemia reperfusion and statin pretreatment group
as group | (n:10) and without treatment group Il (n: 10). In Group |, rosuvastatin administered via oral gavage daily dose of
20mg/kg/day for 21 days. 5 cc saline solution was given to group Il. After, 4 hours ischemia 4 hours reperfusion were performed on both
groups on 22" day. Rats were sacrified at the end of reperfusion period and a 5 ml blood was withdrawn from ascending aorta for bio-
chemical assays. Na+-K+ ATPase activity and the levels of serum malondialdehyde (MDA) for demonstrating erythrocyte membrane in-
jury, serum LDH and AST levels for detecting hemolysis and additionally serum triacylglycerol (TAG), total cholesterol (TC), high-density
lipoprotein-cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein-cholesterol (LDL-C) levels were measured for lipid metabolism.

Results: Comparison between the groups were showed that serum MDA, LDL-C, TC and serum LDH and AST levels were found signifi-
cantly low in group I. Membrane Na+-K+ ATPase activity and serum HDL-C levels were found high in group I. Negative correlation was
found between MDA levels and Na+-K+ ATPase activity in group I. Additionally, diminishing levels of serum MDA was showing togeth-
erness with the diminishing levels of LDL-C.

Conclusions: Pretreatment with the rosuvastatin shows protective effect on erythrocyte membrane integrity and therefore hemolysis
after hindlimb ischemia reperfusion.
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Giris

Iskemi reperfiizyon ézellikle kardiyovaskiiler cerrahi-
de sikca karsilasilan klinik problemdir. Reperflizyon ha-
sari akut arteryel okliizyonun sebep oldugu iskeminin
geri dondurilmesinde cerrahi girisimlerin kacinilmaz
sonucudur. Hasar sadece organlarla sinirli degildir distal
organ hasari da olusur."

Reperflizyon hasarinin ilk hedefi mikrosirkilasyon-
dur. Lokosit endotel etkilesimi, reaktif oksijen molekil-
leri (ROS) ve elastaz salinimini tetikleyerek transendo-
telyal migrasyon ve doku hasarina neden olur.? Eritro-
sitler gibi bircok doku ve hiicre bu eksojen6z ROS ne-
deniyle zarar gorebilir.?

Eritrosit deformabilitesi normal mikrovaskiiler dola-
sim icin cok 6nemli bir diizenleyici faktordir. Memb-
ranin viskoelastik 6zelligi eritrosit deformabilitesi icin
major sorumlu bir faktordir ve bu 6zellik eritrosit sod-
yum doygunlugu ile iliskilendirilmistir.#>

Bircok calisma serum lipidlerine etkisinden bagimsiz
olarak statinlerin antioksidan etkilerini kanitlamistir. Sta-
tinler endotelyal NOS sentezini arttirarak NADPH'in ok-
sidaz aktivitesini dusurir ve endotelyal disfonksiyonu
duzeltir.6”

Daha once yapilan galismalar rosuvastatinin spinal
kordda, intestinumda, renal, testikiiler, beyin ve spinal
dokularda iskemi-reperfiizyon hasarinin indtkledigi li-
pid peroksidasyonunu engelledigini gostermistir fakat
rosuvastatinin alt ekstremite iskemi reperftizyon hasarin-
da eritrosit membran biittinltigu tizerine koruyucu etki-
si ile ilgili bir calismaya literattirde rastlanmamistir.?12

Hipotezimiz, rosuvastatin sadece dolasimdaki koles-
terol seviyesini dustirmekle kalmayip ayrica iskemi re-
perflizyon sonrasi eritrosit membran biittinlGgtnt koru-
maktadir. Alt ekstremite iskemi reperfiizyon modelinde
rosuvastatin on tedavisinin eritrosit membran butinlGgu
lzerine etkileri arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem

Deneysel protokol

20 eriskin erkek ratlardan 250-300 gr olanlari ¢als-
ma icin secildi ve rastgele 2 esit gruba ayrildi. Tim hay-
van proseddirleri ulusal saghk kilavuzuna uygun ve titiz-
likle gerceklestirildi ve calismaya baglamadan 6nce etik
kurul onayr alindr.

Test ilaci: Rosuvastatin 20mg tb, Salutis statin grubu-

nun bir tyesidir ve HMG coa rediiktazin yarismali inhi-
bitoridar.™

Ratlar grup I (n=10); 21 glin boyunca 20 mg/kg/giin
orgastrik sonda ile statin verilen ve grup II; orogastrik
sonda ile sadece 5cc izotonik soltisyon verilen grup ola-
rak, 2 ayri gruba ayrildi.™

Her iki grupta da calisma stiresi boyunca yan etki
gozlenmedi. 22. giinde 24°C oda sicakhginda tiim ratla-
ra intramisktler 100 mg/kg ketamin ile anestezi uygu-
landiktan sonra, Sucu N ve ark.’nin daha once tarif et-
tikleri sekilde ratlarin her iki alt ekstremitelerine, trokan-
ter major proksimalinden turnike uygulandi. 4 saatlik is-
kemi sonrasi turnikeler acildi ve 4 saatlik reperflizyon
saglandi.?” Reperflizyon periyodunun sonunda ketamin
anestezisi altinda midsternotomi ile asendan aortaya
ulasilarak buradan biyokimyasal ¢l¢timler icin 5ml kan
alind.

Biyokimyasal dl¢liimler

Eritrosit membraninin hazirlanmasi: Eritrosit mem-
bran ATP az aktivitesinin 6lctimdi icin Beutler ve ark.’nin
prosediriyle hazirlandi.'s

Na+-K+ ATP az aktivite olcimii: Na+-K+ ATP az
membran enzimidir ve iyonik ve ozmotik denge ve ak-
tif transport gibi 6nemli hiicre fonksiyonlarinda gorev
alir’e ATP az aktivitesi 6lg¢limd, inkiibasyon ortamina
eklenen 3mm/L disodyum adenozin 5'trifosfat (ATP) var-
higinda, her 1 miligram protein icin 1 saatte salinan inor-
ganik fosfat temeline dayanilarak yapilmistir. Inkiibas-
yon ortamina ATP’den inorganik fosfat salinmis ve 6l-
climler Reading ve Isbir tarafindan 6nerilen metoda uy-
gun olarak yapilmistir.’? ATP az aktivite hesaplanmasi
icin protein icerikli 6rnekler Lowry ve ark.’nin gelistirdi-
gi metodla uyum iginde yapilmistir ve standart olarak
serum albtumini kullanilmistir.'® Na+-K+ ATP az enzim
aktivitesinin sonuglari nmol Pi mg-1 protein saat-1 ola-
rak ifade edilmistir.

Malonildialdehit serum 6l¢timi: Hiicre membranin-
da doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun yan tri-
nidir ve membran hasarinin gtivenilir belirteci olarak
kullanilmaktadir.’ Serum MDA diizeyleri Yagi metodu-
na uygun olarak tiyobarbittirik asit (TBA) reaksiyonuyla
tespit edilmistir.2> Metodun prensibi MDA ile barbittrik
asitin etkilesimi sonucu olusan pembe rengin yogunlu-
gunun kolorimetrik olarak 6lglimlerine dayanmaktadir.
Renk reaksiyonunda primer standart olarak 1,1,3,3 tet-
raetoksipropan kullanilmistir.
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Lipid parametrelerinin ol¢timi: Serum triacilgliserol
(TAQ), total kolesterol (TC) ve ytiksek dansiteli lipopro-
tein-kolesterol (HDL-C) degerleri gliserofosfat oksidaz,
peroksidaz/4-aminofenazon (GPO/PAP), kolesterol oksi-
daz, peroksidaz/4-aminofenazon (CHOD/PAP) ve direkt
CHOD/PAP enzimatik kolorimetrik metodlarla ayri ayri
analiz edilmistir. Dustk dansite lipoprotein-kolesterol
(LDL-C) Friedewald ve ark.’nin tanimladiklari denklem
ile hesaplandi.2" Tim bu parametreler Cobas 501 biyo-
kimyasal oto analiz cihazi (Roche diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany) ile tespit edildi.

AST ve LDH olctimleri: Serum LDH ve AST diizeyleri
Cobas 501 biyokimyasal oto analiz cihazi (Roche diag-
nostics, GmbH, Mannheim, Germany) ile analiz edildi.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde Windows icin SPSS yazilim
paketi (strim 11.5) kullanildi (SPSS Inc.,Chicago, 111.,
USA). Biyokimyasal parametreler normal dagilim icin
Shapiro-Wilks test kullanilarak kontrol edildi ve test so-
nuclari normal dagilim gosterdi. Tim biyokimyasal veri-
ler icin bagimsiz 6rnek T testi kulanilarak istatistiksel
analiz yapildi. Her grup icin Pearson testi ile biyokim-
yasal parametreler arasindaki korelasyona bakildi. So-
nuclar ortalamazstandart sapma (SD) seklinde belirtildi.
P degerleri 0,05'in altinda anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Serum MDA, AST, LDH, LDL-C, HDL-C, TAG ve TC
seviyeleri ve eritrosit membran Na+-K+ ATP az aktivite-
si tablo I'de gosterilmistir. Grup | MDA duzeyleri yo-
niinden grup Il ile karsilastirildiginda anlamli dustsler
gostermistir (p=0,016, Sekil 1). Grup I'de eritrosit mem-

bran Na+-K+ ATP az aktivitesi grup Il ile karsilastirildi-
ginda artmis olarak bulundu ve bu gruplar arasindaki
farklar anlamhydi (p=0,001, Sekil 2). TC (p=0,012) ve
LDL-C (p=0,017) seviyeleri grup I'de grup IlI'ye gore an-
lamli olarak dustik bulundu (Sekil 3). Fakat TAG seviye-
lerinde gruplar arasinda anlamli olarak fark bulunmadi.
Grup l'de AST (p=0,001) ve LDH (p=0,001) seviyeleri
grup Il ile karsilastinldiginda anlamli olarak distik bu-
lunmustur.

Grup | icin korelasyon analizlerinde AST seviyeleri
serum LDL, MDA ve eritrosit membran ATP az aktivite-
si ile iliskilendirildi (sirasiyla r=0,722, p=0,018; r=-
0,703 p=0,023; r=-0,744 p=0,014 ). Serum LDL seviye-
lerinin, Na+-K+ ATP az enzim aktivitesi ile iliskili oldu-
gunu bulduk (r=-0,720 p=0,019). Serum MDA seviyele-
ri Na+-K+ ATP az enzim aktivitesi ile iliskilendirildi (r=-
0,799 p=0,006). Serum MDA seviyeleri LDL-C ile iligki-
lendirildi (r=0,749 p=0,013).
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Sekil 1: Rosuvastatinin gruplardaki MDA diizeylerine etkisi

Tablo I: Serum MDA, AST, LDH, lipid diizeyleri ve eritrosit membran Na*K*ATPase aktivite diizeyleri

Gruplar
Parametreler Grup | ( n=10) Grup Il ( n=10) P degeri
Serum MDA (nmol/mL) 9,048+5,67 20,68+12,68 0,016
ATPase (nmol Pi /mg protein/ h) 392,11+137,71 110,14+26,71 0,001
AST (U/L) 249,210492,26 597,19+247,83 0,001
LDH (U/L) 514,70492,2 981,30+374,05 0,001
TG (mg/dL) 72,52+13,51 86,48+24,44 0,131
LDL-C (mg/dL) 50,83+25,16 79,25+23,18 0,017
HDL-C (mg/dL) 76,36+10,61 52,9649,41 0,001
TC (mg/dL) 93,42+18,82 130,57+37,54 0,012

Sonuglar ortalama * standart sapma olarak verilmistir. n: 6rnek sayisi, p: gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak

anlamhligini ifade etmektedir.
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Sekil 2: Rosuvastatinin AST, LDH ve Na-K-ATPase diizeylerine
etkisi

=] i

Sekil 3: Rosuvastatinin I/R hasarinda lipid profili tizerine et-
kisi (I/R: Iskemi/Reperfiizyon)

Grup Il i¢in korelasyon analizlerinde AST seviyeleri
LDL (r=0,745 p=0,014), MDA (r=0,698, p=0,0025) ile
pozitif korelasyon gosterdi ve eritrosit membran Na+-K+
ATP az enzim aktivitesi (r=-0,95 p=0,001) ile negatif ko-
relasyon gosterdi. Serum LDH seviyeleri ile eritrosit
membran Na+-K+ ATP az enzim aktivitesi arasinda ne-
gatif korelasyon vardi (r=-0,744 p=0,014).

Tartisma

Statinlerin (fluvastatin, pravastatin, lovastatin, rosu-
vastatin, atorvastatin, simvastatin) kardiyovasktler mor-

bidite ve mortalite lzerine yararli etkileri daha 6nce
gosterilmistir.” Diger lipid-bagimsiz pleiotropik hareket-
ler statinlerin kardiyoprotektif etkisine katkida bulunur-
lar ve bu etki deneysel calismalarda oksidatif stres ve
enflamasyonun azalmasi, trombojenik yanitin inhibisyo-
nu ve vazodilator etkiler olarak dokimante edilmistir.
Bazi calismalar kan kolesterol seviyelerinin normal de-
gerlere dusuruldugtinde eritrosit membran akiskanligini,
lipid peroksidasyonunu ve iyonik dengeyi diizenledigini
gostermistir.?223

Enflamatuvar mediyatorlerin sistemik salinimina bag-
[i olarak, ROS dretiminde azalmayla sonucglanan bu
olay iskemi reperflizyon fenomeni ile agiklanmaktadir.24
ROS un viicuttaki ana kaynagi endotel hiicreleri ve 16-
kositlerdir. ROS biyolojik membranlarda bulunan prote-
in, ntikleik asit ve lipidler ile reaktive olmaktadir.2> Lipid
peroksidasyonu, doymamis yag asidi ve non-radikal
urtinlerde, alkenler ve karbonil karisimlar gibi serbest
radikaller ile baslatilir. ROS ataginin primer hedefi
membran lipitlerindeki coklu doymamis yag asitleridir.
Hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinin perok-
sidasyonu, hiicre yapi ve fonksiyonlarinin bozulmasina
neden olmaktadir.

Malonildialdehit, aktif oksijen radikallerinin, hicre
membrani lizerindeki doymamis yag asitlerine toksik et-
kisi sonucu, hiicre membranindan salinir ve artmis se-
rum seviyesi membran hasarini gosterir.' Bu calismada,
serum MDA dizeyleri grup I'de, grup Il ile karsilastiril-
diginda net olarak diismusttr (Tablo I). Bu bulgu, iskemi
reperflizyon sonrasi lipid peroksidasyonunun énlenme-
sinde, rosuvastatin ile 6n tedavinin etkili oldugunu des-
teklemektedir. Rosuvastatinin koruyucu etkisi 2 muhte-
mel yolla aciklanabilir. Birinci muhtemel mekanizma
antioksidan o6zellik. ROS uretimini hicrelerde direkt et-
kiyle inhibe etmektedir.” Naidu ve ark. akciger doku-
sunda iskemi reperflizyon seklinde deneysel model ile
calismis ve simvastatinin akciger dokusunda nikotina-
mid adenin dintikleotid fosfat oksidaz salinimini arttirdi-
gini gostermislerdir. Bu, mitokondriyal serbest oksijen
radikallerinin Gretiminin azalmasina neden olabilir.2
Daha 6nce yapilmis calismalar, eritrosit membranindaki
lipid iceriginin lipid dustrtict tedavi ile degismekte ol-
dugunu gostermislerdir.*> Serum kolesterol degerlerinin
ve membran lipid iceriginin dismesi oksidatif stresten
korunmanin ikinci mekanizmasi olarak dustndlebilir.
Grup I'de es zamanli serum MDA ve LDL-C diizeyleri-
nin dusmesi bu hipotezi desteklemektedir (r=0,749
p=0,013).
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Iskemi reperfiizyon hasari, oksidatif stres olusumuna
ve eritrosit antioksidan savunma mekanizmasinin zayif-
lamasina neden olmaktadir. Reaktif oksijen molekiilleri
lipid ve proteinlerin oksidasyonunu tetikleyerek, eritro-
sit membraninda bozulmalara ve sonunda hemolize ne-
den olmaktadir.?®

Calismamizda, AST ve LDH hemoliz gostergesi ola-
rak degerlendirilmistir.32 Serum AST ve LDH diizeyleri-
nin statin tedavisiyle dustigtint gosterdik. Hemoliz gos-
tergeleri ve MDA degerleri arasinda grup 2’de anlamh
pozitif korelasyon bulduk (p=0,016). Grup 2’de hemo-
liz gostergelerinde ve MDA seviyelerinde diisme sapta-
dik. Bulgularimiz, rosuvastatin ile 6n tedavinin eritrosit
membran hasarini 6nledigini ve hemoliz igin koruyucu
etki sagladigini dogrulamaktadir. Statinlerin oksidatif
stres belirteclerini azalttigi ve membran kolesterol perok-
sidasyonunu dustrdigl daha 6nce rapor edilmistir.2223

Na+-K+ ATP az, hiicre membraninda yer alir ve htic-
renin istirahat membran potensiyelinin diizenlenmesin-
de, iyonik ve ozmotik denge, aktif transport gibi 6nemli
hiicre fonksiyonlarinda gérev alir. Iskemi reperfiizyon
sonrasi, ATP ve adenozin difosfat gibi yiksek enerjili

fosfatlar, iskemi reperflizyon sonrasi yikilir, protonlar ve
inorganik fosfatlar hticre icerisinde birikir ve Na-K ATP
az gibi iyon pompalari hasar gorir. Aktivitesindeki azal-
ma, hiicre membran hasarinin gostergesidir.>® Daha 6n-
ce yapilmis olan birgok calisma bobrek, karaciger ve hi-
pokampts gibi farkli dokularda Na+-K+ ATP az aktivite-
sinin iskemi reperflizyon siresince degisiklige ugradigi-
ni rapor etmistir.263931 Bizde bu calismalarin sonuclari-
na parelel olarak, iskemi reperflizyon sonrasi, rat eritro-
sitlerinde lipid peroksidasyonun artmis oldugunu ve ATP
az aktivitesinde kotl yonde degisiklikler oldugunu tespit
ettik. Ratlarda iskemi reperflizyon 6ncesi rosuvastatinle
tedavi anlamli olarak ATPaz aktivitesinde artisa ve lipid
peroksidasyonunda azalmaya neden olmustur. Grup |
icin korelasyon analizlerinde eritrosit membran ATPaz
aktivitesiyle hemoliz gostergeleri ve MDA seviyeleri
arasinda negatif iliski bulduk.

Sonuc olarak rosuvastatinin eritrosit membran btin-
[iglint, dolayisiyla hemolize karsi koruyucu etkisini is-
kemi reperfiizyon rat modelinde gosterdik. Bu olumlu
etkiler lipid metabolizmasi ile iliskilendirilip, eritrosit
hiicre membraninda oksidatif stresi azaltabilmektedir.
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