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OZET

Amag: Statinlerin LDL-kolesterol diistiriicii etkilerinden ba-
gimsiz endotel fonksiyonu gibi aterosklerozun pek ¢ok bileseni
lizerinde de etkileri mevcuttur. Bu etkileri pleiotropik etkileri
olarak da bilinmektedir. Bu ¢alismada fluvastatinin normoko-
lesterolemik tavsanlarda intimal kalinlasma iizerine etkisinin
arasgtirdmasi planlanmustir.

Geregler ve Yontem: Calismada Yeni Zelanda tavsanlarina 3
hafta boyunca fluvastatin (8 mg/kg/giin oral) ve plasebo tedavi
uygulandi. Tedavinin sekizinci giiniinde okluzif olmayan silikon
bir yaka sol karotid arterinin ¢evresine yerlestirilerek on dort
giin daha tedaviye devam edildi. Deney sonunda sag ve sol
karotid arterler ¢ikarildi. Cikarilan karotid arterlerden alinan
kesitlerde morfometrik olgiimler gerceklestirildi. Intima, med-
va, liimen ve eksternal elastik lamina alanlar: él¢iilerek indeks,
rezidiiel liimen orani degerleri hesaplandi.

Bulgular: Yaka intimal alan ve indeks degerinde belirgin bir
artisa ve RLO degerinde azalmaya neden olurken fluvastatin
yakanin neden oldugu intimal kalinlasmayt inhibe etti.

Sonug¢: Bulgularumiz fluvastatinin kolesterol diisiiriicii etkisin-
den bagimsiz aterosklerozun erken doneminde de yararl etkile-
ri olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: fluvastatin, statin, intimal kalinlasma,
yaka modeli, karotid arteri

ABSTRACT

Objective: Statins may exert effects that are independent of
LDL-cholesterol lowering on many components of atheroscle-
rosis including endothelial function, called pleiotropic effects.
In this study we aimed to investigate effects of fluvastatin on
intimal thickening in normocholesterolemic rabbits.

Material and Methods: New Zeeland rabbits were treated with
SAuvastatin (8 mg/kg/day, p.o.) and placebo for 3 weeks. On the
8th day, a non-occlusive silicon collar was positioned around
the left carotid artery for 14 days and then both carotid arte-
ries were isolated. Intimal, medial, lumen and external elastic
lamina cross sectional areas were measured by computer based
morphometric analysis and index (intima/media), residual lu-
minal ratio (RLR) values were calculated.

Results: Collar caused significant increase in intimal area, in-
dex values and decrease in RLR values. Fluvastatin treatment
significantly inhibit collar-induced intimal thickening.
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Conclusion: These findings indicate that fluvastatin may have
beneficial effects on the early stages of normocholesterolemic
atherosclerosis.
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GIRIS

Ateroskleroz gesitli kardiyovaskiiler hastalik-
lar ve inmenin en basta gelen nedenini olusturan
ilerleyici kronik bir arter hastaligidir [1]. Hipertan-
siyon, sigara igme, diyabet, hiperlipidemi, kronik
bobrek rahatsizligr gibi gesitli riski faktorleri ate-
roskleroz ile dogrudan iliskilidir [1]. Intimal kalin-
lasma aterokslerozun ilk basamagidir. Kontrolsiiz
diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyonunun bir
sonucu olarak ortaya cikar [2]. Tavsan karotid arte-
ri yaka modeli intimal kalinlagsma patofizyolojisini
tanimaya ve buna karst yeni tedavi stratejilerinin
arastirilmasina olanak taniyan bir modeldir. Yaka
uygulamasini takiben intimal kalinlagsma 14 giinde
maksimuma ulagir [3]. Statinlerin primer ve sekon-
der kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde et-
kili oldugunu gosteren pek ¢ok klinik ¢aligma mev-
cuttur [4]. Statinler 3-hidroksi-metilglutaril koenzim
A (HMG-CoA) rediiktaz enzimini inhibe ederek
kolesterol biyosentezini engellerler ve serum LDL
ve trigliserit diizeylerinde azalmaya neden olurlar.
Ancak bu ila¢g grubunun kardiyovaskiiler hastalik-
lar lizerine yararl etkileri sadece lipit profili iizeri-
ne etkileri ile agiklanamamaktadir. Statinlerin lipit
diisiiriicti etkisinden bagimsiz endotelyum, vaskiiler
diiz kas ve miyorkart lizerinde antioksidan, antiinf-
lamatuvar gibi pleiotropik etkileri de mevcuttur [4].

AMAC

Tiim bu bilgiler 1s1g1nda ¢alismamizda aterosk-
lerozun erken doneminde goriilen intimal kalinlas-
ma lizerine fluvastatinin lipit disiiriicii etkilerinden
bagimsiz etkilerinin aragtirilmast amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Deney Hayvanlari ve in vivo ila¢ uygulamasi
Aragtirma protokolii Ege Unv. Eczacilik Fakiil-
tesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu (1 Ekim 2007;
Say1: B.30.2.Ege.0.01.00.03/0; Karar No: 2007/03)
tarafindan onaylanmistir. Calisma Laboratuvar Hay-
vanlarinin Bakim Rehberi (Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals) ve Orman ve Su Igleri
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Bakanlig1 Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Ca-
lisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeligi hiikiim-
lerine ve ilkelerine uygun olarak gergeklestirilmistir.
Caligmamizda 2.0 — 3.0 kg agirhiginda Yeni Zellan-
da erkek tavsanlar kullanildi. Hayvanlar deney 6n-
cesinde ve deney protokolii boyunca standart diyet-
le beslendi ve serbestge su igmelerine izin verildi.

Deney hayvanlar plasebo ve fluvastatin tedavi gru-
bu olmak iizere 2 gruba ayrildi. Fluvastatin tedavi
grubundaki tavsanlara (fluvastatin grubu) 8 mg/
kg/giin fluvastatin uygulandi. Uygulama distile su
icinde siispansiyon halinde 8 mg/ml konsantrasyo-
nunda taze hazirlanan fluvastatin oral besleme ka-
teteri kullanilarak verildi. Ila¢ uygulamasina yaka
yerlestirme operasyonundan 1 hafta dnce baslandi
ve yaka uygulamasi sonrasinda tedavi 14 giin bo-
yunca devam etti. Tedavi grubuna uygulanan iglem-
ler distile su kullanilarak plasebo grubuna da aynen
uygulandi.

Tavsan Karotid Arteri Yaka Modeli

Anestezi (sodyum pentobarbital, 30 mg/kg i.v.) edi-
len hayvan uygun sekilde sabitlendi. Her iki karotid
arter ayr1 ayri agiga ¢ikarildi ve ¢evre dokularindan
temizlendi. Sol karotid arter ¢evresine inert tibbi si-
likondan hazirlanan okliizif olmayan, esnek silikon
bir yaka yerlestirildi.

Sag kontralateral karotid arter benzer sekilde mani-
piile edilerek yalanci cerrahi operasyon uygulandi.
14 giiniin sonunda deneye alinan hayvanlar yiiksek
doz anestezi ile 6tanazi edildikten sonra oldiiriildii
ve her iki karotid arter izole edilerek ¢ikarildi. Yaka
uygulanmis sol karotid arterde yakanin kapsadigi
alandan ve kontralateral karotid arterde buna kars1
gelen bolgeden alinan damar 6rnekleri formalin ¢6-
zeltisi icinde saklandi.

Morfometrik Olgiimler

Formalin ile daha 6nceden bir giin siire ile fikse
edilen dokular tamamlanan doku takip islemi son-
rast parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan
poli-L-lizin kapl lamlara, 5 pm kalinliginda kesit-
ler alindi. Her bir damar segmentindeki alanlar bir
Nikon Eclipse 200 (Nikon, A.B.D) mikroskopi sis-
temi kullanilarak 4x biiyiitmede bilgisayar ortami-
na aktarildi. Alinan goriintiilerde intima ve medya
alanlar1 ImageJ v.1.37 (National Institute of Health,
A.B.D) yazilimi kullanilarak piksel kare cinsinden
6l¢iildii ve Thoma lami referans alinarak mm?2’ye
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Tiim istatistiksel degerlendirmeler mm?2 {izerinden
gerceklestirildi. Intimal kalinlasmanin belirlenme-
sinde intima/medya orani (indeks) kullanildi [3].
Liimen ve eksternal elastik lamina olgiimlerinde
damar segmentinin gercek bir cemberi temsil ettigi
kabul edilerek Olgiilen g¢evresinden yararlanilarak
hesaplandi. Intimal kalinlasmanin damar geometri-
si ve liimen alani iizerine etkilerini incelemek i¢in
rezidiiel liimen orani (RLO; limen/(liimen+intima))
degeri hesaplandi [5].

Istatistiksel Analizler

Veriler ortalama ve ortalamanin standart hatasi ola-
rak sunulmustur. Istatistiksel analizlerde fluvastatin
ve yakanin etkilerini incelemek amac ile iki yonlii
ANOVA testinden yararlanildi. Bagimsiz faktorler
arasinda etkilesme meydana geldiginde eslestiril-
mis ve eslestirilmemis Student t-testinden yararla-
nildi. Istatiksel analizlerde GraphPad Prism 4.03
(GraphPad Inc., A.B.D.) yazilim1 kullanildu.

BULGULAR

Liimen

Gerek yaka uygulamasi gerekse fluvastatin tedavisi
limen alani {izerinde herhangi bir degisiklik olus-
turmadi (Sekil 1A; Tablo 1).

Medyal Alan

Yaka uygulanmasini izleyen on dordiincii glinde 61-
clilenmedyaalanlaridegerlendirildiginde gerek yaka
gerekse fluvastatin tedavisiistatistiksel olarak anlam-
I1 bir degisiklige neden olmadi (Sekil 1B; Tablo 1).

Eksternal elastik lamina alam
Gerek yaka uygulamasi gerekse fluvastatin tedavisi
eksternal elastik lamina alani {izerinde bir degisiklik
olusturmadi (Sekil 1C; Tablo 1).

Intimal alan
14 giin siire ile yaka uygulamasi intimal kalinlagsma-
da belirgin bir artisa neden oldu. Fluvastatin teda-
visi yakanm neden oldugu bu intimal kalinlagmay1
istatistiksel olarak anlamli sekilde inhibe etti (Sekil
2A; Tablo 2).

indeks degeri ve Rezidiiel liimen orani

Intimal kalinlagmadaki artis ile uyumlu olarak yaka
indeks degerinde artmaya ve rezidiel limen ora-
ninda azalmaya neden oldu. Fluvastatin tedavisi
yakanin neden oldugu indeks degerindeki artig1 ve
rezidiiel liimen oranindaki azalmay1 engellemistir
(Sekil 2B ve C; Tablo 2).
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Sekil 1: Yaka uygulamasindan 14 giin sonra plasebo ve fluvastatin tedavi gruplarindan alinan arter kesitlerinde hesaplanan liimen (A), medya (B)
ve eksternal elastik lamina (EEL) alanlari. Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. n: her bir gruptaki hayvan sayisi.
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Limen (mm?)

Medya (mm?)

EEL (mm?)

Plasebo (n=7)

Fluvastatin (n=5)

Plasebo (n=7)

Fluvastatin (n=5)

Plasebo (n=7)

Fluvastatin (n=5)

Normal

0.6577 £0.04718

0.5428 £0.1214

0.4609 + 0.04507

0.4269 +0.03765

1.380+0.1210

1.150 + 0.1656

Yaka

0.5560 + 0.07400

0.5420 £ 0.1028

0.4805 +0.04376

0.5105 +0.03598

1.238 £0.1207

1.206 £0.2195

Varyans analizindeki faktérlerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri

arasinda

Yaka 0.5438 0.2819 0.7812
Fluvastatin 0.4466 0.9660 0.4026
Etkilesim: Yaka ile giin 0.5502 0.4996 0.5233

Tablo 1: Yaka uygulamasindan 14 giin sonra plasebo ve fluvastatin tedavi gruplarindan alinan arter kesitlerinde hesaplanan limen ve medyal alan
ve eksternal elastik lamina alani (EEL). Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. n: her bir gruptaki hayvan sayisi.
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Sekil 2: Yaka uygulamasinin ve fluvastatin tedavisinin intimal kalinlasma iizerine etkileri. A) intimal alan: ** P < 0.01 yaka ile normal; # P < 0.05
plasebo ile fluvastatin; iki yonlii ANOVA B) indeks degerleri: ** P <0.01 yaka ile normal; # P <0.05 plasebo ile fluvastatin; iki yonli ANOVA sonrasi

eslestirilmis ve eslestirilmemis t-testi. C)

Reziduel [Gmen orani: ** P < 0.01 yaka ile normal; # P < 0.05 plasebo ile fluvastatin; iki yonli ANOVA

sonrasi eslestirilmis ve eslestiriimemis t-testi. Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. n: her bir gruptaki hayvan sayisi.

intima (mm?) indeks RLO
Plasebo Fluvastatin Plasebo Lo Plasebo s
(n=7) (n=5) (n=7) Fluvastatin (n=5) (n=7) Fluvastatin (n=5)
Normal 0.02309 £ 0.0053 | 0.017806+0.0009 | 0.03108 +0.0028 | 0.03883 + 0.1495 | 0.9819 + 0.0019 | 0.9776 + 0.0087
0.8600 +
Yaka 0.1020 + 0.0053 | 0.03813 £0.0093 | 0.1914 +£0.0372 | 0.0804 + 0.0181 0.02410 0.9588 + 0.01305
Varyans analizindeki faktérlerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri
Yaka 0.0014 0.0005 0.0007
Fluvastatin 0.0253 0.0475 0.0139
Etkilesim: Yaka ile giin 0.0593 0.0247 0.0081
arasinda

Tablo 2: Yaka uygulamasindan 14 giin sonra plasebo ve fluvastatin tedavi gruplarindan alinan arter kesitlerinde intimal alan ve indeks degerleri ve
rezidtel lumen oranlari. Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak gosterilmistir. n: her bir gruptaki hayvan sayisi.

TARTISMA

Calismamiz tavsan karotid arteri yaka mode-
linde 8 mg/kg/giin dozunda fluvastatin tedavisinin
intimal kalinlagmay1 énemli dl¢lide inhibe ettigini
gostermigtir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular
fluvastatinin ve statinlerin aterosklerotik lezyonlar
tizerine olumlu etkilerinin bildirildigi diger deney-
sel ve klinik ¢alismalar1 desteklemektedir.

Calismamizda yaka uygulamasi liimen ve medya
alanlarinda anlaml bir degisiklige neden olmamustir.
Bu bulgumuz bu modelde yapilan diger caligmalar
ile uyumludur [6-8]. Calismamizda gerek yaka ge-
rekse fluvastatinin damar morfometrisi iizerine etki-
lerini incelemek i¢in RLO ve EEL degerleri hesap-
lanmustir [5]. Vaskiiler hasar sonrasi son ve en 6nemli
stre¢ intimal kalinlasmadir [9]. EEL degerlerinde
yaka uygulanan damarlarda bir degisiklik olmama-
st ve RLO degerinde meydana gelen azalma yaka
modeli ile meydana gelen morfometrik degisikligin
ice yonelik bir vaskiiler modellenme olduguna isaret
etmektedir [9]. Yaka ve fluvastatin tedavisinin RLA
ve EEL degerleri lizerine etkilerini inceledigimiz de

elde ettigimiz bulgular fluvastatinin intimal kalinlas-
ma iizerine direkt etkisini dogrulamakta ve vaskii-
ler yeniden modellenme iizerine de olumlu etkileri
olabilecegine isaret etmektedir. Hiperkolestrolemik
deneysel ateroskleroz modellerinde statinlerin etki-
lerini inceleyen ¢alismalar mevcuttur. Statinlerin an-
tiinflamatuvar etkilerinin oldugu, endotel yanitlari
artirdig1 ve kollojen yikimim engelledigi bildirilmis-
tir [10]. Ilging olarak yapilan baska bir ¢aligmada da
fluvastatin tavsanlara kolesterol diizeyini etkileme-
yecek bir dozda verilmesine ragmen plak olusumu-
nu azalttign ve MCP-1, IL-1 ve MMP diizeylerinde
anlamli azalmalara neden oldugu gosterilmistir [11].
Fluvastatinin LDL oksidasyonu {iizerine etkilerinin
incelendigi bir ¢calismada da 20 mg/kg dozda uygu-
landiginda genetik olarak hiperlipidemik tavsanlarda
LDL oksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [12].
Yakin zamanda yapilan bagka bir ¢aligmada da flu-
vastatinin hiperkolesterolemiye bagli oksidatif hasar1
engelleyebildigi ve oksidatif strese karst koruyucu
oldugu bildirilmistir [13]. Fluvastatinin intimal ka-
linlagsma {izerine etkilerinin incelendigi ¢aligmalar
hiperkolesterolemi modeli ile sinirli degildir. 20
mg/kg gibi yiiksek dozlarda fluvastatinin intimal
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kalinlagmay1 inhibe ettigi gosterilmistir [14]. Ay-
rica normokolesterolemik tavsanlarda yakanin ne-
den oldugu intimal kalinlagma iizerine statinlerin
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada yine 20 mg/
kg dozda fluvastatinin intimal kalinlasmay1 inhibe
ettigi bildirilmistir [15]. Calismamiz, normokoles-
terolemik kosullarda fluvastatinin kolesterol diizey-
lerini etkilemedigi ¢ok diisiik dozlarda bile intimal
kalinlagmay1 geri ¢evirdigini bildiren ilk ¢calismadir.
Statinlerin ve 6zellikle fluvastatinin dozlar etkileri-
nin degerlendirilmesinde belirleyici bir rol oynaya-
bilir. Yakin zamanda siganlarda yapilan bir ¢alisma
diisiik doz fluvastatin’in iskemi-reperfiizyon hasari-
nin ve endotel disfonksiyonunun énlenmesinde ¢ok
daha etkili olabilecegi ve pleitropik etkilerinin doza
bagli olarak degisiklik gdsterebilecegi bildirilmistir
[16]. Benzer sekilde diisiik doz fluvastatinin vaskii-
ler fonksiyon {izerine olumlu etkilerinin gosterildigi
klinik bir ¢alisma da bu yondeki bulgular destekle-
mektedir [17]. Tavsan karotid arteri yaka modelinde
gerek diisiik doz gerekse de yliksek doz fluvastati-
nin etkilerinin molekiiler diizeyde karsilastirilma-
sia yonelik yapilabilecek ileri diizey ¢aligmalarin
gerek statinlerin pleiotropik etkilerinin daha net
anlagilmasina ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6n-
lenmesine yonelik yeni tedavi stratejileri gelistiril-
mesine katkida bulunabilir.

Endotel disfonksiyonunun intimal kalinlagsma {ize-
rindeki rolii iyi bilinmektedir [18]. Yaka uygulan-
mis damarlarin endotel tabakasinda fiziksel olarak
herhangi bir hasar olmamasina ragmen endotel
kaynakli gevsemeler yaka yerlestirilmesini takip
eden ilk giinlerde 6nemli oranda inhibe olmaktadir
[6, 19]. Yaka modelinde inflamasyon dnemli bir rol
oynar ve endotel disfonksiyonun gelismesinde inti-
mal kalinlasmanin daha ilk saatlerinde ortaya ¢ikan
polimorfoniikleer 16kosit (PMN) infiltrasyonunun
ve buna bagh olarak artan oksidatif stresin 6nem-
li bir rolii olabilir [20]. Fluvastatinin PMN aracili
endotel disfonksiyonu dnemli 6l¢iide inhibe edebil-
digi de bilinmektedir [21]. Hiperkolestrolemi tav-
sanlarda da fluvastatin tedavinin endotel kaynakli
gevsemeleri normalize ettigi gosterilmistir [22]. Bu
baglamda fluvastatinin intimal kalinlagmay1 inhibe
edici etkisinde endotelyum iizerindeki koruyucu et-
kilerinin 6nemli bir rolii olabilir.

Fluvastatinin ¢esitli inflamasyon siiregleri iizerine
etkilerini gdsteren pek ¢ok caligma vardir [23]. Inti-
mal kalinlagsma ve inflamasyon arasindaki iliski iyi
bilinmektedir [24]. Yaka uygulamasi iNOS, ICAM-
1 ve VCAM-1 ekspresyonlarinda artisa neden olur
[20]. Cesitli deneysel ¢alismalarda fluvastatinin
iNOS, IL-6, ICAM-1, P-selektin ve inflamasyonda
rol oynayan daha bircok mediyatoriin gen ekspres-
yon diizeylerini azalttigi da gosterilmistir [25]. Bu
caligmalar 15181nda kullandigimiz bu deneysel mo-
delde fluvastatinin antiinflamatuvar etkileri de inti-
mal kalinlasmanin onlemesinde katkida bulunmus
olabilir.

Calismamizda kullandigimiz yaka modelinde oldu-
gu gibi normokolesterolemik kosullarda diisiik doz
fluvastatin tedavisinin intimal kalilagmay1 6nledigi
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gosterilmistir. Bulgularimiz, disiik doz statin teda-
visi ile ilgili yapilacak ileri ¢aligmalarim kardiyo-
vaskiiler olaylarin 6nlemesine yonelik yeni tedavi
stratejileri gelistirmesine katkida bulunabilecegine
isaret etmektedir.

TesekKiir: Bu calisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Pro-
Jeleri (05/Ecz/018 ve 06/Ecz/014) tarafindan desteklenmistir:
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