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1.0ZET

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari; miyokard infarktiisii, serebral iskemi, inme,
hemorajik sok ve organ transplantasyonu gibi cerrahi girisimler ve trombolitik
tedaviye bagli olusan patofizyolojinin temelidir. Fluvastatin, HMG-KoA rediiktaz
inhibitérii olup, kolesterol diisiiriicii etkileri yaninda endotel disfonksiyonunu
iyilestirici, antioksidan, antitrombotik, antiaterosklerotik ve antienflamatuvar gibi
pleotropik etkilerinin de bulundugunu bilinmektedir. Caveolin-1, HSP90, NADPH
oxidase, rho kinaz ve ADMA, endotelyal nitrik oksit ve oksidatif stres yolagi ile I/R
hasarinda 6nemli molekdillerdir.

Bu ¢alismada, fluvastatinin miyokardiyal I/R hasarinda rho kinaz (ROCK),
NADPH oksidaz, HSP90, kaveolin-1 (Cav-1) aktiviteleri ve asimetrik dimetil arginin
(ADMA) diizeylerine etkilerinin incelenmesi amaglandi.

27 rat kontrol, I/R ve 15 giin boyunca Fluvastatin (10 mg/kg) uygulamasi
ardindan I/R olmak tizere 3 gruba ayrildi. Anestezi altinda sol koroner arter ligatiire
edilerek, 30 dk iskemi 120 dk reperfiizyon uygulandi. ADMA ve Rhokinaz diizeyleri
ELISA, HSP90, NADPH oksidaz ve Cav-1 diizeyleri ise RT-PCR ile &l¢iildii

I/R ile kalp dokusunda HSP90, Rhokinaz ve ADMA diizeyleri artarken
fluvastatin uygulamasi1 ile azaldi. Cav-1 diizeylerinde gruplar arasinda anlaml
farklilik goriilmedi. NADPH oksidaz fluvastatin grubunda anlaml olarak azaldk.

Calismamizin bulgular ile I/R hasarinda ADMA ve rho kinaz diizeylerinin
onemli rol oynadig, statinlerin nitrik oksit biyoyararlanimi ve oksidatif stres tizerine
olan etkileri ile koruyucu roliiniin olabilecegi diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi/reperfiizyon, fluvastatin



2.ABSTRACT

Effects of Fluvastatin on Caveolin-1, HSP90, NADPH Oksidaz, Rho-
kinase and ADMA Levels in Myocardial Ischaemia-Reperfiision Injury

Ischemia-reperfusion (I / R) injury is the basic pathophysiology of myocardial
infarction, cerebral ischemia, stroke, hemorrhagic shock, organ transplantation and
thrombolytic therapy. Fluvastatin is a HMG-CoA reductase inhibitor. In addition,
endothelial dysfunction healing, antioxidant, antithrombotic, antiatherosclerotic and
anti-inflammatory effects of fluvastatin are known. Caveolin-1, HSP90, NADPH
oxidase, rho kinase and ADMA are effective molecules in I/R injury by oxidative
stress and endothelial nitric oxide pathway.

The aim of this study is to investigate the effects of fluvastatin on caveolin-1,
HSP90, NADPH Oksidaz, rho-kinase and ADMA levels after myocardial ischaemia-
reperfiision injury

For this aim, 27 rats were divided into 3 groups (control, I/R, fluvastatin (10
mg/kg) were administered for 15 days before ischaemia). The left coronary artery
was ligated under anesthesia. After this, ischaemia was applied for 30 minute,
reperfiision for 120 minute. ADMA and rho-kinase levels were evaluated with
ELISA and HSP90, NADPH oksidaz and caveolin-1 levels evaluated with reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR).

HSP90, rho-kinase and ADMA levels increased with ischaemia-reperfiision
in heart tissue. HSP90, rho-kinase and ADMA levels were decreased with
fluvastatin. No difference was observed between the groups for caveolin-1 levels.

NADPH oxidase levels were decreased significantly in the fluvastatin group.



The findings of our study are I/R injury play an important role in the level of
ADMA and rho-kinase. The protective effects of statins occur with NO
bioavailability and oxidative stress.

Key Words: Ischemia / reperfusion, fluvastatin, ADMA



3. GIRIS

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 trombolitik tedavi, organ nakli, koroner
anjioplasti ve kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli tibbi ve cerrahi girisimler sirasinda
goriilen potansiyel olarak onemli bir sorundur (1). Arteriyel kan akimi azalmasina
bagli organ ve dokularin oksijenden yoksun kalmasi iskemi olarak tanimlanir.
Perflizyon yeterli olmadiginda, hiicresel enerji depolarmin bosalir ve toksik
metabolitlerin birikerek hiicre 6liimiine neden olur. Hiicrenin rejenerasyonu ve toksik
metabolitlerin temizlenmesi i¢in iskemik dokuya yeniden kan akimi olmas1 gerekir.
Fakat iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile
olusan hasara gore ¢cok daha o6nemli bir hasara yol agar (2). Hiicresel yapilar, zar
lipitleri, proteinler ve niikleik asit molekiilleri reperfiizyon hasarina en fazla duyarli
olan yapilardir (3).

Kalbin normal fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in her daim oksijene ihtiyaci
vardir. Koroner arter kanmin miyokarddan her gecisinde kalbe sunulan oksijenin
%75°1 harcanir. Kalbin bu yiiksek talebinden 6tiirii, oksijen saglanmasinda meydana
gelecek kisitlamalara karsi duyarliligl ¢cok daha fazladir. Damar ig¢inde bulunan ve
miyoglobine bagli haldeki oksijen yalniz 2 ile 6 kalp vurumu ig¢in yeterli olabilir.
Insanlarda koroner okliizyonundan sonraki 10. Vurumda kalbin kontraktil
fonksiyonunda azalma olusur (4). Bundan dolay1 iskeminin baglangicindan itibaren
birka¢ saniye i¢inde miyokardin oksijen rezervi tiiketilir ve doku oksijen basincinin
diismesiyle oksidatif fosforilasyon, elektron transportu ve mitokondriyal adenozin
trifosfat (ATP) yapimi1 durur. Béylece mitokondriyal aktivite azalir ve sonug olarak
aerobik metabolizma yerine anaerobik glikolizis temel enerji kaynag: haline geger.

Glikolizis, glikolitik ara maddelerin birikmesi ve nikotinamid adenin diniikleotid



(NADH)’in azalmasina yol agar. Glikolitik aktivitenin devam edebilmesi i¢in piruvat
laktata indirgenerek NAD’Y1 olusturur. Bundan dolayr miyokard hiicrelerinde laktik
asit birikerek dolasima gecer. Laktik asitin miyokardda birikmesi, glikolitik zincirin
anahtar enzimlerinin inhibe olmasima ve doku pH’min diismesine ve hiicre igi
asidozisin yogun bir sekilde meydana gelmesine neden olur. Membran biitiinligii
bozulmasiyla hiicrede potasyum (K+) kayb1 ve hiicre i¢inde asir1 miktarda sodyum
(Na+), klor (Cl-), kalsiyum (Ca+2) ve su birikimi olusur (5). Hiicre i¢i Ca+2
miktariin artmasi ikinci mesajcilara ve c¢esitli enzimlere etki eder. Bdylece oncii
inflamatuar mediatorler artar, membranlarin islev ve biitiinligiinti olumsuz etkilenir,
ayrica hiicre iskeletinin organizasyonunun bozulur. Olusan bu degisimler esnasinda,
dokularin enerji depolar tiikkenirken prostasiklin (PGI2), nitrik oksit (NO) gibi
biyolojik aktif ajanlarin iiretimi azalir, doku i¢in toksik yeni bilesiklerin olusum
hizinda yiikselme meydana gelir. Ayrica, bu siireg¢te adhezyon molekiilleri,
sitokinlere iliskin bazi genlerin sentez hiz1 azalirken, endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ve trombomodulinin iskemik hiicrelerde sentezi artar (6). Reperfiizyon
iskemik organlar1 daha fazla hiicresel nekroz riskine sokarak fonksiyonun geri
donmesini kisitlayabilir. I/R doneminde aktive olan trombositler hasarli bolgeye
dogru go¢ ederek orada yogunlasirlar. Trombositler ve trombosit {riinleri olan
tromboksan A2 (TxA2) ve serotonin mikrosirkiilatuar spazm, mikrovaskiiler
konjesyon, trombozis ve koroner akimda yavaslama gibi etkileriyle olusturduklar
vaskiiler disfonksiyonla I/R hasarin1 daha da arttirabilirler (7). Oksijenden uzun
vadede yoksun kalinmasi ile membran potansiyelinin degistigi, iyonlarin dagilimini
bozdugu, hiicre i¢i volumiin arttigi, membran akiskanliginin azaldig1 ve endotel

hiicrelerin  hiicre iskeleti organizasyonunun bozuldugu bilinmektedir (1).



Reperfiizyon hasarmin baslangic doneminde agir endotel hiicre disfonksiyonu ¢ok
hizli bir sekilde meydana gelmektedir. I/R sonrasi arteriyollerde endotel bagimli, NO
aracili diiz kas gevsemesinde bozulma meydana gelir (8). Vaskiiler yataktaki endotel
hiicreleri siiperoksid (O2-) ve hidrojen peroksid (H202) kaynagi olan ksantin
oksidaz enzimi oldukca fazladir. Iskemi sirasindaki hipoksantin birikimi reperfiizyon
esnasinda kan damarina tekrar oksijen girdiginde bu enzim tarafindan O2- ve H202
tiretiminde ciddi bir ylikselme meydana getirir.

Kalpte, I/R hasarina bagli olarak miyokardiyal sersemleme, reperfiizyon
aritmileri, miyositlerde nekroz, koroner endotelyal ve mikrovaskiiler disfonksiyon
gozlenebilir. Miyokardiyal sersemleme, I/R’a bagl olarak geri doniisiimsiiz hasar
olmamasina ve reperfiizyonun tam veya tama yakin bir sekilde slirmesine ragmen
kalpte olusan uzamis mekanik fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanir ve genellikle
global iskemik ataklardan sonra goézlenir (9). Fakat bazen kisa siireli iskeminin
sonrasinda bile miyokardiyal sersemleme beklenmedik derecede uzun siirebilir.
Iskemik periyodu takip eden reperfiizyon dénemi oliimciil aritmilere zemin
hazirlayabilir. Meydana gelen aritmiler genellikle idioventrikiilerdir ve en fazla
ventrikiiler tasikardi ile fibrilasyon gozlenir (10). Miyokardiyal hiicrelerinde nekroz
gelisimi I/R déneminde ortaya ¢ikan mekanizmalarin ortak sonucudur (11). I/R
sonrasinda meydana gelen endotelyal disfonksiyon, trombositlerin yol agtig
mikrovaskiiler tikaniklik, 6dem ve oksidatif hasar mikrovaskiiler disfonksiyona

neden olur (12).



3.1. Genel Bilgiler
3.1.1. Miyokardiyal I/R hasariin fizyopatofizyoloji

Reperfiizyon hasar1 gecici bir iskemi doneminden sonra reperfiizyon
esnasinda olusan fonksiyonel, metabolik ve yapisal degisiklikleri igerir. Iskemi
periyodunda meydana gelen zararli degisimlerin reperfiizyonla daha yogun hale
gelmesi ile olusan bu tablo, hiicre i¢inde Ca+2 birikmesi, irreversibl hasar gérmiis
miyositlerin nekrozunun hizlanmasi, miyokardiyal 6ddem artis1, intramiyokardiyal
kanama, no-reflow fenomeni, aritmiler, sitotoksik serbest oksijen radikali (ROS)
olusumu, kan akimi ve oksijen miktari normale donmesine ragmen oksijeni etkili
kullanamama ile kendini gosterir (13). iskemik dénemde meydana gelen hasar ile
reperflizyon doneminde olusan hasarin tam ayrimiin yapilamamasi, reperfiizyon
hasarinin patofizyolojisini belirlemedeki en 6nemli zorluktur. Reperflizyon hasarinin
6liimciil oldugunu gosteren en dnemli kriter, reperflizyon siirecini modifiye etmeye
yonelik girisimler ile hiicre O6limiinii engellediginin orataya ¢ikarilmasi yani

sonuctan sebebe gidilmesidir (14).

3.1.2. Nitrik Oksit Uretimi

NO, endotelyal hiicrelerde eNOS aktivitesi ile prekiirsorii olan L-Arjinin’den
tiretilir. eNOS hiicre membraninda caveola igine yerlesmistir. Kaveolin 1 (Cav-1)
isimli protein kalmoduline (CaM) baglanarak eNOS aktivitesini inhibe eder.
Kalsiyumun kalmoduline baglanmasi Cav-1’in ayrilmasma sebep olur; bundan
dolayir eNOS aktive olur ve NO dretimi artar. Ayrica Kofaktdor olan
tetrahidrobiopterin (BH4) ve NADPH, NO iiretmede etkili olurlar ( Sekil 1 ve 2)

(15).
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Sekil 1. Endotel hiicreleri tarafindan NO tiretimi.

Yukaridaki reaksiyonda BH4 ve NADPH gibi kofaktorler kullanilarak NO
tiretimi saglanir. Vazodilatator agonist veya shear strese yanit olarak artan
intraselluler kalsiyum ( Ca2+ ), Cav-1’i CaM’den ayirir; boylece eNOS uyarilmis
olur. NO vaskiiler diiz kas hiicrelerine difiize olur ve guanilat siklaz ( GC ) enzimini
aktive eder. Guanosin trifosfat (GTP) guanosin monofosfata ( GMP ) dontisiir ve

gevseme gerceklesir (Sekil 1).

L-arginine NO + L-citrulline
1) T
ADMA 02~

02~

Sekil 2. eNOS aktivitesinin diizenlenmesi.



eNOS enzimi 2 adet globuler protein modiiliinden olusur ( oksijenaz ve
reduktaz ). Reduktaz bolgesi, NO iiretimi i¢in gereken elektronlar1 rediikte olmus
NADPH’1 dehidrojenize ederek iiretir. Elektronlar daha sonra oksijenaz bolgesine
gecerler. Bu elektron transferi Ca2+ bagimli CaM baglanmasi ile aktive olur.
Oksijenaz bolgesi NO tretim yeridir ve hem, L-Arjinin, BH4 baglar. eNOS’un
kaveola’ra yerlesimi diizgiin NO {iretimi icin gereklidir. Kaveolarin yiizeyinde bol
miktarda bulunan Cav-1 proteini eNOS ile etkilesime girerek inhibe eder. CaM
eNOS’un allosterik aktivatoriidiir. CaM’in 6zgiill yerine baglanmasi, eNOS’un
redutaz boliimiinden elektron transferini hizlandirir. eNOS aktivitesi serin artig1
1177’nin fosforillenmesi ile kontrol edilir (Ser 1177 ). Bu aktive edici fosforilasyon
Akt kinaza ve 1s1 sok proteini 90 (Heat Shock Protein 90=HSP90)’a ihitya¢ gosterir.
Threonin 495°deki fosforilasyon ise eNOS’u inaktive eder. L-Arjininin eNOS’un
katalitik merkezine baglanmasi ADMA tarafindan inhibe edilebilir. BH4, NO sentezi
icin kofaktor olarak gereklidir. BH4 eksikliginde eNOS’da ayrisma gergeklesir ve

O2- olusur (Sekil 2) (15).

3.1.3. Kaveolin- 1

Kaveoller lipid yiginlarinin bir alt kiimesi olarak plazma membranlarinda
cesitli hiicrelerin icerdigi endotelyal, diiz kas, epitel hiicreler ve fibroblastlarda
bulunmustur. Kaveoller, transitoz, endositoz, hiicre c¢ogalmasinin diizenlenmesi,
diferansiyon ve apoptozis de 6nemli rol oynamaktadir (16).

Kaveol proteinin yapi tasi olan kaveolinler 3 izoformda bulunmaktadir.
Kaveolin-1 (Cav-1) bir¢ok kas olmayan hiicre tiplerinde kaveol olusumu igin, Cav-2
membran lokalizasyonuna i¢in gereklidir. Cav-3 ise ¢izgili (iskelet ve kardiyak) diiz

kas hiicreleri i¢inde kaveol olusumu igin gereklidir (17).



Cav-1’in endotelyal hiicrelerde en fazla seviyede oldugu diisiiniilmektedir
(18).

Cav-1, NH2 igeren iskele bolgesi, fosfokinaz C (PKC) ve eNOS gibi
proteinlerle etkilesime girer. PKC, eNOS u inhibe eder boylece endotel hiicrelerden
saliman NO miktar1 azalir. Bundan dolay1r Cav-1 gibi PKC vyi inhibe eden maddeler
stiperoksit iiretimi inhibe etmek ve endotel hiicrelerinden NO saliimini artirmak

egilimindedir (18).

3.1.4. HSP90

Fizyolojik kosullarda; HSP, proteinlerin ¢dkmesini engellemek, yeni
sentezlenen proteinlerin tiglinciil yapilarin1 kazanmasini saglamak, yanlhs katlanmig
ve c¢oOkmiis proteinleri birbirinden ayirmak ve dogru katlanmasmi saglamak,
ribozomdan gorev alacagr yerlere tasimak gorevi ile bilinirler. Hiicre
farklilasmasinda onemli rol oynadigi ve stres kosullarinda sentezinin hizlandigi
bilinmektedir. Hiicre i¢inde sitoplazma ve organellerde, hiicre disinda ve hiicre
membranlarinda bile bulunabilirler.

eNOS aktivasyonunda, HSP 6nemli rol oynayan molekiiler bir saperon olup
kardiyovaskiiler hastaliklarda eNOS’u regiile edici olmasi, 6nemini géstermektedir
(19).

HSP90’nin kardiyoprotektif oldugu bilinmektedir (20). Yapilan ¢alismalar
kronik hipoksinin, NO {iretimini arttiran NOS ile ilgili HSP90 miktarin1 ve tavsan
miyokardinda olusan NOS bagimli siiperoksit iiretimini sinirlandirarak I/R hasarini

azalttig1 saptanilmistir (21,22).



3.1.5. Asimetrik Dimetil Arginin

ADMA, arginine benzeyen ayrica plazmada, idrarda ve dokularda bulunan bir
aminoasittir. Proteinlerdeki arginin kalintilarinin metillenmesiyle dogal bir sekilde
olusabilmektedir. Aterosklerozun fizyopatolojisinde, damarlardaki baskin NOS
izoformu olan eNOS’un kompetitif inhibisyonu ile ©Onemli olan endotelyal
disfonksiyona neden oldugu bilinmektedir (23). ADMA, daha ¢ok nukleusta
bulunan, metilenmis arginin rezidiileri igeren polipeptidlerin veya proteinlerin
katabolizmasina bagli olarak meydana gelir ve proteinlerin hidrolizi neticesinde
serbestlesir (24).

Plazma ADMA diizeyleri saglikli bireylerde 0.2-1.2 mmol/L arasindadir (25).
Kardiyovaskiiler hastaliklar 6nde olmak iizere, yiiksek plazma ADMA diizeyleri
diger pek ¢ok hastalikta saptanmigtir. ADMA idrar ile giinliik ortalama 60 mmol
atilabilmektedir (25). Idrarla ADMA atiliminin tamamen bozulmasi, plazma ADMA
diizeylerinde yiikselmeye neden olur. Proteoliz artis1 sebebiyle, dokulardan plazmaya
ani ADMA gegisi veya ADMA serbestlesmesinin hizli artisi, plazma ADMA
diizeylerinde ani degisikliklere neden olabilmektedir (26).

ADMA nin genetik olarak elimine edildigi fareler ve ekzojen larginin
verilerek ADMA nin kismen ortadan kaldirilmasi ile yapilan bir ¢alismada
inflamasyon belirtegleri ve I/R hasar1 iizerine etkileri goriilmiistiir. Bu c¢aligmada
farelerde I/R hasarindan sonra ADMA diizeylerinin anlamli arttig1 gozlenmistir (27).
Benzer bagka bir ¢alismada I/R hasarindan sonra ADMA diizeylerinin anlamli arttig1

gozlenmistir (28).



3.1.6. NADPH oksidaz

Kardiyovaskiiler hastaliklarin gogunun patofizyolojisiyle alakali ROS’un
onemli kaynagi NADPH oksidaz enzimleridir. Bu enzimlerin hiicrenin biiylime,
diferansiyasyon, migrasyon ve proliferasyon gibi islevi ile iligkili redoks duyarli
sinyal yolunun modulasyonunda 6nemi bilinmektedir. Redoks sinyali ve oksidatif
stres; ateroskleroz, hipertansiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler durumlarda
onemlidir (29).

I/R hasarinda ve serbest radikallerin meydana gelmesinde 6nemli bir kaynak
olan nétrofiller azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve
miyeloperoksidaz ezimlerini ihtiva ederler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda
onemli rollerde gorev alir; aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile ROS’un
salinmasi “solunum patlamasi” olaymi olusturur. Iskemi sonrasi reperfiizyonun
baslamasi ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik 9%70’1t NADPH-bagiml
oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, ¢ogu zaman
dogal bir sekilde dismutasyonla hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen peroksit ise
miyeloperoksidaz enzimi ile Kkloriir iyonlariin varhgmda, hipoklorik aside
indirgenir. Hipoklorik asit bir¢cok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona girebilen
kuvvetli bir oksidandir (30). NADPH oksidazi baskilayan durumlar ve ilaglar raktif
oksijen radikallerinin olugmasini azaltip, I/R hasarindan dokularmn korunmasini

saglar (31).

3.1.7. Rho kinaz

Rho proteinleri, oncelikle hiicre iskeleti kontroliinden, stres liflerinin

yapilanmasindan, fibroblastlarin yapigsmasindan ve diiz kas kasilmasinda kalsiyuma



duyarliligin diizenlenmesinden sorumludur (32). Rho izoformlar1 arasinda viicutta
cesitli hiicrelerde varlig1 gosterilen ve tizerinde en fazla ¢alisilan Rho A’dir (33).

Rho kinaz, diiz kas kasilmasi, aktin hiicre iskeleti olusumu, hiicre yapigsmasi
ve hareketliligi, ¢ogalmasi, sitokinaz ve genetik bilginin genden proteine aktarilmasi
gibi kardiyovaskuler hastaliklarin patojenezinde rol oynayan ¢esitli hiicre islevlerine
aracilik etmektedir (32). Rho kinazin damar diiz kas hiicrelerinin kasilmasinda 6nemi
daha onceki ¢alismalarda bulunmustur. Bundan dolayi, Rho kinaz inhibitérlerinin
koroner ve serebral vazospazm, hipertansiyon ve pulmoner hipertansiyon ile
myokardial iskemi reperfiizyon hasari1 gibi damar diiz kas hiicresi asir1 kasilmasinin
olusturdugu kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yararli olabileceklerini
gostermektedir (33).

NO ve Rho kinaz yolaklar1 6zellikle kardiyovaskiiler (KVS) sistemde
birbirine zit ¢alisan iki mekanizma olarak goriilmektedir. Rho kinazin hipertansiyon,
koroner arter spazmi, anjina, ateroskleroz, miyokardial iskemi ve reperfiizyonun
neden oldugu zedelenme ve restenoz gibi diiz kas hiicrelerinin asir1 kasilmasinin
eslik ettigi cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynadigi

bilinmektedir.

3.2. Statinler

Statinler, koroner olay (stabil angina ve akut koroner sendromlar gibi) ve
diger aterosklerotik damar hastaliklar1 riski tasiyan kisilerde koroner ve diger
kardiyovaskiiler olaylarin gelismesini Onlemek igin primer profilaksi amaciyla
kullanildig1 gibi miyokard infarktusu, gecici iskemik nobet veya hemorajik-olmayan

inme gecirmis hastlarda sekonder profilaksi ic¢in yararhidirlar. Ayrica diger
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kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in basta gelen risk faktorleri olmasi nedeniyle

hipertansiyon tedavisinde antihipertansif ilaglarla birlikte sik kullanilirlar.

3.2.1. Statinler ve etki mekanizmalari

Statinler HMG CoA rediiktaz enzimini reversibl olarak inhibe ederek
mevalonat yolu denilen kolesterol biyosentezini inhibe etmekte, bunun neticesinde
plazma total kolesterol diizeyi ve LDL kolesterol diizeyi azalmakta, ayrica hepatik
LDL reseptor aktivitesindeki artigla birlikte LDL’nin karaciger tutulumu da
artmaktadir (35). Statinler yapt1 ve tip olarak farkli 6zellikler gosterirler. Elde
edilislerine gore dogal ve sentetik olarak, metabolizmalarina gore de lipofilik ve
hidrofilik olmak tizere gruplandirilirlar (35). Oral yoldan alinirlar. Lipofilik statinler
daha cok prodrog olarak, hidrofilik statinler aktif sekilde barsak mukozasindan
emilerek enterohepatik siklusa girerler. Plazma proteinlerine yiiksek oranda
baglanirlar. Statinlerin karacigerden ilk-geg¢is temizlenmeleri yiiksek olup yari

Omdiirleri kisadir. Emilen miktarin %80-85°1 safra ile geri kalan kismi renal sistemden

atilir (36).

3.2.2. Statinlerin pleotropik etkileri

Statinlerin, birgok primer ve sekonder korunma ¢alismasinda kardiyovaskiiler
morbidite ve mortaliteyi azaltici etkileri gosterilmistir. Genellikle bu etkileri lipid
diistiriicii  etkiyle iliskilendirilse de, yapilmis olan bu c¢alismalarin alt grup
analizlerinde lipid diisiiriicii etkilerinden bagimsiz olan direkt kardiyoprotektif
etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Statinlerin lipd diisiiriicii etkisi disindaki etkilerine
genel olarak pleotropik etki denilmektedir. Ozetle bu etkiler; endotel fonksiyonu

tizerine olan olumlu etkileri, nitrik oksitin biyoyararlaniminda artma ve antioksidan
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Ozellik, trombosit fonksiyonlar1 iizerine pozitif etkiler, aterosklerotik plak

stabilizasyonu ve vaskiiler inflamasyonu azaltma seklinde siralanabilir (37,38)

3.2.3. Statinlerin endotel fonksiyonlari iizerine etkileri

Vaskiiler tonusun belirlenmesi, hemostazin aktif olarak kontrol edilmesi,
endotel gecirgenliginin kontrolii, vaskiiler diiz kas biiylimesinin kontrolii,
antiinflamatuar ve anti trombotik etki endotelin temel fonksiyonel 6zelliklerindendir.
Endotelin fonksiyonel o6zelliklerinin bozulmasi endotel disfonksiyonu olarak
tanimlanmaktadir. Bu genel ifadenin yaninda endotel disfonksiyonu, daha cok
endotel kaynakli dilatasyondaki bozulmay1 tasvir etmek igin kullanilmaktadir.
Endotel kaynakli nitrik oksit (NO), vaskiiler relaksasyon saglayan Onemli bir
molekiildiir. Platelet agregasyonu, vaskiiler diiz kas proliferasyonu ve endotel-
lokosit iliskisinde aterojenitenin engellenmesi gibi ¢esitli gorevlerde rol alir.
Disfonksiyone endotelde NO salinimi bozuldugu i¢in, NO’in endotel iizerindeki etki
ve kontrolii kaybolmaktadir. Bu molekiill ayn1 zamanda damardaki inflamatuar
aktivitenin ~ 6nemli  diizenleyicisidir  (38,39)  Endotel  disfonksiyonunun
aterosklerozdaki 6nemi ise, aterosklerotik siirecin baslangi¢ evresinde meydana gelen
ilk bozukluk olmasindan kaynaklanmaktadir (40). Hiperkolesterolemi; NO
biyoaktivitesini azaltir, siiperoksit iiretimini ve endotelin reaktivitesini artirarak
vaskiiler homeostazda bir¢ok degisiklige neden olur. Ayrica adezyon molekiillerinde
artisa ve endotel bagimli vazodilatasyonda azalmaya neden oldugu da gosterilmistir .
Kolesterol yiiksekliginin sebep oldugu endotel fonksiyon bozuklugunda sadece LDL
konsantrasyonuna bagli olmadigi, LDL oksidasyonuyla da alakali oldugu
diistiniilmektedir . Statin tedavisi ise kardiyovaskiiler riski azaltmakla birlikte endotel

fonksiyonlarmi diizelttigi pleotropik etkileri yapilan calismalarda gosterilmistir.
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Statinler, HMG CoA rediiktaz inhibisyonu ile kolesterol sentezini engelledigi gibi
onemli izoprenoid intermediatorlerin de sentezini inhibe etmektedir. Bu
intermediatorler hiicre ici ¢esitli proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonunu
engelleyerek NO sentazin endotel izoformunun aktivitesini arttirdigi gosterilmistir .
Bu sekilde statinler endotelden NO salinimini arttirarak endotel fonksiyonlari iizerine
olumlu etki yapmaktadir.(39,40)

Ayrica endotelin-1 seviyesini sentezini de azaltarak endotel fonksiyonlarini
iyilestirmektedir. Yapilan bir caligmada stabil hastalarda statin alimindan {i¢ saat gibi
kisa bir silire sonra akim bagimli vazodilatasyonda artis oldugu saptanmustir.
Statinler, ayrica kemik iliginden endotel progenitor hiicrelerin (EPH) hareketini,
dolagimdaki sayilarini ve dolasimdaki kalis siirelerini artirarak endotelizasyonu
hizlandirdig1 belirtilmektedir.

Statinlerin endotel fonksiyonunu diizeltici etkilerinde olast bir diger
mekanizma, antioksidan etkileridir. Statinler, endotel-kaynakli vazodilatasyou,
stiperoksit ve hidroksil radikallerini inhibe ederek arttirmistir . Ayrica, lipid diistiriici
etkileriyle de vaskiiler oksidatif stresi azaltmaktadirlar. Statinlerin, Rac-1 aracili
NADH oksidaz aktivitesini inhibe ederek ve anjiotensin tip-1 reseptor ekspresyonunu
azaltarak vaskiiler diiz kasta anjiotensin 2 ile indiiklenen serbest radikal iiretimini
azalttig1 gosterilmistir.

Ayrica statinler C-reaktif protein seviyelerini diisiirerek endotele bagimli
vazodilatasyonu artirip endotel disfonksiyonunun iyilesmesine dolayli olarak etki

edebilmektedirler (38).
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3.2.4. Fluvastatin

Fluvastatin tamamen sentetik bir kolesterol diisiiriicii ajan olup, 3-hidroksi-3-
metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA)'y1 kolesterol dahil sterollerin 6n maddesi olan
mevalonata  doniistiirmekten  sorumlu  HMG-CoA  rediiktazin  kompetitif
inhibitoriidiir. Fluvastatin baslica etkisini karaciger {izerinde gosterir ve biri
farmakolojik aktiviteye sahip 2 eritro enantiomerden olusur. Diisiik yogunluktaki
lipoprotein (LDL) reseptorlerinin biyosentezini uyaran ve bdylelikle LDL
partikiillerinin tutulumunu arttiran kolesterol sentezinin inhibisyonu karaciger
hiicrelerindeki kolesterolii azaltir. Bu mekanizmalarin nihai sonucu ise plazma

kolesterol diizeyinin azalmasidir.

F

N

N
)\ OH
Sekil 3. Fluvastatinin kimyasal yapisi

3.2.5. Kardiyovaskiiler sistem ve fluvastatin

Fluvastatin primer hiperkolesterolemili ve karma dislipidemili (Fredrickson
Tip lla ve 11Ib) hastalarda, yiikselmis olan total kolesterol, LDL-kolesterol, apo-B ve
trigliserit (TG) diizeylerinin diisiiriilmesinde ve HDL-kolesteroliin artirilmasinda
diyete destek olarak endikedir. Ayrica, koroner kalp hastaligi ve hafif formlar1 da
dahil primer hiperkolesterolemili hastalarda, koroner aterosklerozun ilerlemesini

yavaglatmakta endikedir.
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3.2.6. Iskemi ve reperfiizyon hasari ve fluvastatin

Fluvastatin gii¢lii bir antioksidan olup farkli kimyasal yapisi nedeniyle serbest
radikal stipiiriicii 6zelligi oldugu ¢alismalarla gosterilmistir. Reperfiizyon boyunca
oksijen kaynakli radikallerin ¢ogu mitokondri hiicre duvari ve 16kositlerden salinir ve
fluvastatinin antioksidan 6zelligi ile I/R hasarindan miyokard dokusunu korur (43)

Major karaciger rezeksiyonlarindan sonra I/R hasar1 olustugu bilinmektedir.
Karaciger rezeksiyonundan 6nce preoperatif atorvastatin verilmesi ile hepatik hasarin
azaldig1 ve karaciger enzim diizeylerinin diisiik seyrettigi goriilmektedir (44).

Fluvastatin TLR4 sinyal yolunu engelleyerek ve inflamatuar yaniti
baskilayarak I/R hasarindan dokulari korur (45). Ayrica fluvastatin kemik iliginden
progenitor hiicrelerin migrasyonunu artirarak anjiogenezisi artirir. Anjiogenezisin
artmasi I/R hasarmin azalmasini saglar (46).

Lipofilik statinler (atorvastatin, fluvastatin ve serivastatin) hidrofilik statinlere
(pravastatin) gore I/R’de kalpte ATP diizeyini diisiirerek dokularin I/R hasarindan

korunmasini saglamaktadirlar (47).

3.2.7. Cahismamin Gerekcesi ve Amaci

MI patofizyolojisinde oksidatif stes ve endotelyal islev bozuklugunun 6nemli rol
oynadig1 goriilmektedir. Statinlerin kolesterol diisiiriicii etkilerine ek olarak
antiinflamatuar, antiproliferatif, antitrombotik, antiaterojenik ve antihipertansif
etkleri oldugu bilinmektedir. Statinlerin reaktif oksijen iiretimini azaltarak endotelyal
disfonksiyonu iyilestirdigi ve eNOS ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Vaskiiler
disfonksiyonun Onlenmesinde, ROS’larin  olusturdugu oksidatif stres ve

inflamasyonda fluvastatinin yararl etkileri bilinmektedir.
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Fluvastatinin I/R hasarin1 endotelyal disfonksiyon ve oksidatif stres ile iliskili
ADMA, NADPH oksidaz, rhokinaz, kaveolin-1 ve HSP90’m1 etkileyerek azalttigi
goriilmiistiir. Vazospastik anginasi olan hastalarda ADMA diizeylerinin yiikseldigi
ve nitrik oksit seviyelerinin diistiigii goriilmistiir. Ayrica, I/R hasarinda noétrofillerin
plazma zarinda pro-oksidatif NADPH oksidazin arttig1 saptanilmistir. eNOS ile Cav-
1 ve HSP90’nin etkilesimi bulunmaktadir, HSP90 NO iiretiminin artmasini
saglamaktadir. Rhokinaz vaskiiler diiz kas tonusunun diizenlenmesinde etkilidir ve
I/R de rhokinaz yolaginin inhibisyonunu hedefleyen ilaglar I/R’nin sinirlanmasini
saglayacaktir. Fluvastatinin kardiyak I/R hasarinda Cav-1, HSP90, ADMA, NADPH
oksidaz ve rho kinaz seviyelerine etkisi bilinmemektedir. Bu calismada; MI’dan
korunmada rol alan endojen molekiiler mekanizmalarin koruyucu etkilerinde

fluvastatinin rolii olup olmadiginin saptanilmasi1 amaglanmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde iiretilen
Sprague Dawley cinsi, 200-250 gr agirliginda 27 adet disi sigcan kullanildi. Siganlara
12 saat giin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali, sabit 1sili (21+1 C°)
odalarda ve 0zel kafeslerde standartlara uygun olarak bakildi. Beslenmeleri 8mm’lik

standart sigan pelet yemi ve musluk suyu ile ad libidum olarak saglandi.

4.2. Deney Plam ve Ila¢ Uygulamalari

Calisma kontrol, iskemi-reperfiizyon, fluvastatin ve iskemi-reperfiizyon
olmak tizere 3 grup lizerinden planlandi.

Deney gruplar:

Kontrol grubu (n=7): Her hayvana anestezi altinda juguler vene yerlestirilen
kaniil yardimi ile inflizyon pompasi kullanilarak %0.9 izotonik NaCl 2ml/dk olarak
uygulandi.

Iskemi/reperfiizyon grubu (I/R grubu) (n=10): Anestezi altinda her hayvana
miyokardiyal I/R yapildi. Iskemiden 6nce iiretan (i.p) olarak % 0.9 izotonik NaCl ve
iskemi sirasinda juguler vene yerlestirilen kaniil yardimi ile inflizyon pompasi
kullanilarak % 0.9 izotonik NaCl 2ml/dk olarak uygulandi..

Iskemi/reperfiizyon+ Fluvastatin (I/R+Fluvastatin grubu) (n=10): Anestezi
altinda her hayvana miyokardiyal I/R yapild1. . Iskemiden 6nce 15 giin boyunca, i.p.
olarak 10 mg/kg/giin fluvastatin ve iskemi sirasinda juguler vene yerlestirilen kaniil

yardimi ile inflizyon pompasi kullanilarak 10 mg/kg dozda Fluvastatin uygulandi.
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4.3. Cerrahi uygulama: Iskemi-reperfiizyon

Siganlar tiretan (i.p.) ile genel anesteziye alindi. Yapay solunum igin trakea
kaniilasyonu yapildi ve sicanlar solunum pompasina baglandi. Karotid artere
yerlestirilen bir kaniilden, transdiiser ve bir kaydedici yardimi ile kan basinci, kalp
hiz1 ve EKG yazdirildi. Ila¢ uygulamalari i¢in juguler ven kaniile edilerek kaniiliin
diger ucu inflizyon pompasina baglandi. Gogsiin sol tarafina 1-1.5 cm uzunlugunda
bir insizyon yapildiktan sonra cilt alt1 dokular1 ve gogiis kaslar1 gecildi, sternumun
hemen solunda dordiincii kosta kesilerek sol torakotomi yapildi. Toraks ag¢ildigi anda
igerideki negatif basincin ortadan kalkmasi nedeniyle, solunumun devami ve pCO?2,
pO2 ve pH degerlerini korumak amaci ile ventilasyon cihazi (Harvard Animal
Rodent Ventilator) ile 1.5 ml/100gr’lik hacim ve 60 atim/dakika’lik hizla oda havasi
verilerek pozitif basin¢li solunum uygulandi. Perikardiyumun siyrilmasinin ardindan
gbgsiin sag tarafina hafifce basilarak kalp disar1 ¢ikarilip ve 10 mm’lik yuvarlak uclu
igne ile 6/0 ipek iplik sol ana koroner arterin altindan miyokard dokusunu da hafifce
icine alacak sekilde hizla gecildi. Daha sonra kalp yeniden gogiis i¢ine yerlestirilerek
stabilizasyon i¢in 20 dakika beklendi. Stabilizasyon donemi baslangicinda infiizyon
pompast kullanilarak gruplara ilag uygulamasina bagland: ve iskemi siiresince de ilag
uygulamasina devam edildi. Konulmus olan ipligin uglar1 1 mm ¢ap ve 1 cm boyda
ufak bir plastik tlip icinden gegcirilerek ve 20 dakikalik stabilizasyon periyodu
sonunda damarin altindan gecirilmis olan ip plastik tiip ve bir klemp yardimi ile
sikigtirilarak damarm okliizyonu saglandi. 30 dakikalik iskemi sonunda klemp
acilarak tlip i¢inden gegen iplik gevsetildi ve bdylece yeniden kanlanma yani

reperfiizyon saglandi. Reperflizyon siiresi 120 dakika olarak uygulandi. Deneye son
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verilmeden Once heparin uygulandi ve hayvan karotid arterden kanatilarak sakrifiye
edildi.

Genetik analizler

Deneyler sonunda hizlica ¢ikarilip serum fizyolojik ile yikanan kalplerden 2
mm kalinliginda alinan dokular RNA later soliisyonu igeren 1.5 ml’lik ependorf
tiiplere alindi. +4°C’de 1 gece bekletildikten sonra RNA izolasyonu yapilincaya

kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

4.3.1. RNA lizolasyonu

1. Yaklasik olarak 50-100 mg olan dokular RNA later soliisyonu icerisinden
cikartilarak kurutma kagidi arasina alinip hafifce bastirilarak RNA later soliisyonu
uzaklastirildiktan sonra 1 ml Trizol reaktifi igeren 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alind1
ve steril ¢elik bilyeler kullanilarak homojenizasyon cihazinda homojenize edildi.

2. Homojenize edilmis ornekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Santrifiijde 12000x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisim yeni tiipe
transfer edildi.

3. Uzerine 0.2 ml kloroform ilave edilerek vortekslendi ve 2-3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. Ornekler, 15 dakika ve +4°C’de 12000xg’de santrifiij edildi.

5. Ust faz, yeni bir tiipe transfer edildi ve iizerine 0.5 ml izopropil alkol
eklendi. Ornekler, 10 dakika 15-30°C’de inkiibe edildi ve +4°C’de 10 dakika
12000xg’de santrifiij edildi.

6. Stipernatant kistm tamamen uzaklastirildi. RNA pelleti, ilk olarak 1 ml
%75’1ik etanol ile yikandi. +4°C’de 5 dakika i¢in 7500xg’de santrifiij edildi. Bu

yikama iglemi tekrarlandi ve kalan tiim etanol uzaklagtirildi.
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7. RNA pelleti 5-10 dakika havada kurutma islemine tabi tutuldu.
8. DNase/RNase i¢cermeyen su ile sulandirildi ve cDNA elde edilinceye kadar

-80°C’de saklandi.

4.3.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi
izolasyonu yapilan RNA’larin miktar1 Qubit cihaz1 (Invitrogen, Carlsbad,
CA) kullanilarak o6lgtildii. K, IR, IRF ve olmak {izere olusturulan 3 grup i¢in Qubit ile

Olclilen degerlere gore esitleme yapilarak 3 RNA havuzu olusturuldu.

4.3.3. cDNA Sentezi
RNA orneklerinden ¢DNA sentezi High Capacity cDNA sentez kiti

kullanilarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde gergeklestirildi.

4.3.4. Real Time-PCR

Elde edilen cDNA’lar, GAPDH (Housekeeping gen) HSP90 ve CAV-1 gen
ekspresyonlarin1 arastirmak i¢in Tag Man Ekspresyon Assay’leri(Invitrogen,
Carlsbad, CA) kullanilarak, ABI Prism 7500 Fast Real Time PCR(Applied
Biosystems, Foster City, CA) cihazinda c¢alisildi. 3 gruptaki ilgili 4 genin

ekspresyonlar1 2-AACT degerleri kullanilarak karsilastirildi.

4.4 ELISA

Doku ADMA, Rhokinaz ve NADPH oksidaz diizeylerine ELISA yontemi ile
bakildi. Sicanlardan elde edilen doku orneklerinde ADMA, Rhokinaz ve NADPH
oksidaz ELISA Kkitleri ile ticari firmaca (Eastbiopharma, Cat No: CK-E90206- Ref:

E20121120049- Lot: 20121120; Sunred, Cat No:45 201110081-
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5. BULGULAR

5.1. Fluvastatin uygulamasinin kaveolin-1 diizeylerine etkileri
Kaveolin-1 mRNA diizeyi I/R hasarinda 1.1 kat artarken fluvastatin ile 0.8’e

diistii. Kaveolin-1 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi

(Sekil 4).

|

Caveolin-1 mRNA kat artisi

T T T
KONTROL IIR FLUVASTATIN

Sekil 4. Fluvastatin uygulamasinin kaveolin-1 diizeylerine etkileri

5.2. Fluvastatin uygulamasinin HSP90 diizeylerine etkileri

HSP90 diizeyi IR ile 1.4 kat yiikselirken fluvastatin ile 1.2’¢ diistii (% 66).

Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmadi (Sekil 5).
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HSP90 mRNA Kkat artisi

KONTROL IIR FLUVASTATIN

Sekil 5. Fluvastatin uygulamasinin HSP90 diizeylerine etkileri

5.3. Fluvastatin uygulamasinin ADMA diizeylerine etkileri
ADMA diizeyi IR ile 8200’¢ yiikselirken fluvastatin ile 7600’e diistii. I/R
hasart ADMA diizeylerini anlaml artirdi. Fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 6).
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Sekil 6. Fluvastatin uygulamasinin ADMA diizeylerine etkileri

22



5.4. Fluvastatin uygulamasinin NADPH oksidaz diizeylerine etkileri

NADPH oksidaz diizeyi I/R hasarinda 4911°e yiikselirken fluvastatin ile 2858’e
diistii. I/R grubunda NADPH oksidaz diizeyleri anlamli artti. Fluvastatin grubu I/R

ile kiyaslandiginda NADPH oksidaz diizeyleri istatistiksel olarak anlamli azaldi

(Sekil 7).
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Sekil 7. Fluvastatin uygulamasinin NADPH oksidaz diizeylerine etkileri
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5.5. Fluvastatin uygulamasimin Rhokinaz diizeylerine etkileri
Rho-kinaz diizeyi I/R hasarinda 138’¢ yiikselirken fluvastatin ile 119’a
diistii. Rhokinaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi

(Sekil 8).
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Sekil 8. Fluvastatin uygulamasinin Rhokinaz diizeylerine etkileri
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6. TARTISMA

Calismamizda I/R ile diizeyleri artan Cav-1, HSP90, ADMA, NADPH
oksidaz ve rhokinazin, fluvastatin uygulamasi ile diizeylerinin diistiigii goriildii.
Fakat fluvastatinin Cav-1 ve ADMA diizeylerini diisiirmesine ragmen, bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Cav-1 diizeyi I/R hasarinda dokular1 korumak i¢in artmaktadir (48). Pelat ve
ark. (49) tarafindan kardiak hasar olusturulmus farelerde Cav-1 diizeylerininin
diistiigiinii fakat kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini
saptamiglardir. Sigir aortuyla yapilan bir ¢alismada; atorvastatinin Cav-1 diizeyini
diistirdiigiinii, eNOS aktivitesini de azalttigim1 saptamislardir (50). Bagska bir
calismada in vivo simvastatin uygulamasinin endotelyal Cav-1 diizeyini diislirdiigii
gozlenmistir (51). Calismamizda da diger literatiir caligmalarina benzer sekilde I/R
hasar1 sonucu Cav-1 diizeyi artti. Fluvastatin uygulanan grupta Cav-1 diizeyi kontrol
grubuna gore azalmstir.

HSP90’nin ateroskleroz ve diger kalp damar hastaliklar1 patogenezinde
korucuyu rol aldig1 tahmin ediliyor. Statinlerin gesitli literatiir ¢aligmalarinda endotel
ve diger hiicrelerde 6zellikle HSP70 ve HSP90 diizeylerini diistirdiigii bilinmektedir
(52,53). Fu ve ark. (52) tarafindan insan umblikal ven endotel ve koroner arter
endotel hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada; statinlerin (atorvastatin, pravastatin,
simvastatin) HSP90 diizeylerini diisiirdiigii saptanmistir. Yapilan bir c¢aligmada,
bobrek /R hasarinda HSP90 inhibitorlerinin  kullanilmasinin  dénor bobrekleri
korudugu diigiiniilmektedir (53). Bizim g¢alismamizda da HSP90’nin I/R hasarinda

artt1g1, fluvastatin kullanimiyla HSP90 nin diistiigii saptandi.
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ADMA endotelin vaskiiler ton ve yapisinin siirdiiriilmesinde ¢ok onemli bir
rolii olduguna dair ¢ok fazla sayida kanit mevcuttur (54,55). eNOS inaktivatorii onun
endojen inhibitérii olan ADMA’nin yiiksek plazma degerleri ile iliskilidir (56). Sung
Won Bae ve ark. (57-59) yaptig1 ¢alismalarda plazma ADMA konsantrasyonunun
akut koroner sendromlar(AKS)’da yiiksek bulmuslardir . Baska bir ¢alismada ise
metabolik sendrom tanisi1 konan hastalara fluvastatin tedavisi verilmis ve bu
hastalarda serum ADMA diizeylerinde azalma oldugu saptanmustir (60). Diger bir
caligmada da statinlerin genel olarak ADMA diizeylerini anlamli derecede azalttigi
saptanmugtir (61). Bizim ¢alismamizda da diger literatiir ¢alismalarina benzer sekilde
I/R hasarinda ADMA diizeyinin artig1 saptandi. Statinlerin endotel koruyucu etkisi
nedeniyle fluvastatin alan ratlarda ADMA diizeyinin diistiigli saptandi.

Bir¢ok ¢alismada kalp dokusunun I/R hasarina bagl zedelenmesinde
notrofillerin doku diizeyinde ve sistemik olarak arttigi gosterilmistir (62,63).
Statinlerin NADPH oksidaz diizeylerini diisiirerek endotelyal disfonksiyonu azalttigi
bilinmektedir (64). lhori ve ark. (65) hipertansif ratlarda siiperoksit radikallerinin
miyokardiyal fibrozise etkilerini aragtirmig. Fluvastatinin NADPH oksidaz diizeyini
diisiirerek  stiperoksit olusumunu azalttigint ve bunun miyokardiyal fibrozisi
azaltabilecegini saptamiglar. Bizim g¢alismamizda I/R hasarinda NADPH oksidaz
enziminin ROS artis1 nedeniyle arttig diistintildi.

Fluvastatin inflamasyonu baskilayic1 etkisi nedeniyle de verilen ratlarda
NADPH oksidaz enziminin I/R hasarina gére daha diisiik oldugu diistiniilmektedir.

Statinler pleiotropik etkilerini ROCK enzim aracigi ile gostermektedir (66).
Kaplan ve ark. (67) yaptigi bir ¢alismada, rosuvastatinin farelerin torasik aortasinda

potasyum kloriire verilen kasilma yanitlarinda bir azalmaya neden oldugunu ve bu
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uygulamanin dokudaki ROCK enziminin selektif inhibit6rii olan Y-27632’ye verilen
gevseme yanitlarmi arttirdigini géstermistir. ROCK enzimini hedefleyen tedavilerin
miyokard fibrozisini ve hipertrofisini azaltabilecegi literatiir c¢aligmalarinda
belirtilmektedir (68). Bizim ¢alismamizda da rhokinazin diger literatiir ¢alismalarina
benzer sekilde iskemi reperfiizyon hasarinda diizeyi arttigi saptandi. Statin
uygulanmasiyla rhokinaz diizeyinin dustigii  goériilmektedir ve bu yolla
inflamasyonun azalmasina katkida bulunup kalbi koruduklar1 anlagilabilir.

I/R hasarinda lipofilik (fluvastatin, simvastatin, atorvastatin, serivastatin) ve
hidrofilik (pravastatin) HMG CoA rediiktaz enzim inhibitorlerini karsilastiran bir
caligmada, fluvastatinin  kopek kalbinde kontraktil —disfonksiyonu azalttigi
goriilmistiir. Fakat ayn1 etki pravastatinde goriilmemistir. Fluvastatinin kalpte ATP
diizeyini diisiirerek bu etkiyi sagladigi saptanmistir (69).

Koroner arter hastaligi olan hastalara fluvastatin verilmesiyle miyokardiyal
kan akiminda artis olup olmadigimin Talyum-201 SPECT ile incelendigi bir
calismada, fluvastatinin egzersiz ile beraber 12 ve 24’iincii haftalarda kalpte kan
akigini artirdigi gortilmistiir (70). Anti-iskemik terapi (statin, hastalik modifiye edici
ilag) miyokard perflizyonunu etkilemesi sonucu son giinlerde yeni tedavi
yaklagimlart arasindadir (71).

Statinlerin akut etkileri arasinda I/R hasarin1 azaltma vardir. Bunu
miyokardiyal dokuda patogenetik siirecleri etkileyerek yaparlar. Sol koroner arteri
ligate edilen farelere fluvastatin verilmesiyle NO iretiminin arttigit ve nétrofil
aktivitesinin de baskilandig1 goriilmektedir (72). Benzer bir ¢alismada, fluvastatinin
NO yolag: araciifiyla I/R hasarini azalttign goriilmiistiir (73). I/R hasar1 sonrasi

diizeyleri artan TLR4, TNF-a ve NF-kB’nin fluvastatin verilmesiyle diizeylerinin
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azaldig1 saptanmustir (74). Kolesterol diizeyi normal farelere I/R hasari sonrasi akut
gelisen ventrikiiler tasikardiler fluvastatin ugulanmasiyla azaldigi goriilmektedir
(75). Ventrikiiler fibrilasyonlar da statin uygulanmasiyla azalmaktadir (76).

Statinlerin kisa donem etkileri arasinda I/R hasarim1 azaltig1 bilinmektedir.
Uzun donem etkilerinden olan sol ventrikiil remodeling ve kalp yetmezligi ise pek
bilinmemektedir. Sol koroner arteri ligate edilen farelere 4 hafta boyunca fluvastatin
verilmesiyle miyokardiyal hipertrofi ve fibrozisin azaldigi goriilmiistiir. Ayica I/R
hasarinda diizeyleri artan matrix metalloproteinaz-2 ve 13’iin fluvastatin uygulanan
farelerde azaldigi saptanilmistir. Fluvastatinin yukaridaki etkileri sonucunda I/R
hasar1 sonrasi gelisen kalp yetmezligi oranini1 azaltmaktadir (77).

Bobrek transplant hastalarinda /R hasar1  sonucu bobrek reddi
gelisebilmektedir. Siklosporin ile birlikte fluvastatin verilmesiyle bobrekteki serbest
kolesterol icerigi azaltmaktadir. Bunun I/R hasarini 6nleyip red reaksiyon oranini
azalttigi kanisina vartlmistir (78).

Statinler stromal hiicre derive faktér 1 (SDF-1) ile birlikte iskemik dokuda
progenitdr hiicre migrasyonunu artirip, endotelyal progenitér hiicre (EPC)
apopitozisini azaltir. Ayrica NO yolag1 aktive eder ve MMP-2, MMP-9 diizeylerini
arttirirlar. Tiim bunlarin sonucunda iskemik dokuda anjiogenezis artar ve I/R hasari
azalir (79).

Sonug olarak,

Rhokinaz, NADPH oksidaz, ADMA, kaveolin-1 ve HSP90 I/R hasarinda
etkilidirler ve bu molekiiller hedef almmarak I/R hasarima kars1 yeni tedavi

yaklasimlar1 belirlenebilir.
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Fluvastatin I/R hasarini endotelyal disfonksiyon ve oksidatif stres ile iliskili
parametreleri etkileyerek azaltabilir. Daha yiiksek doz yada uzun siire kullanim ile
anlamli sonuglara ulasilabilecegi diisiiniilebilir. Calismamizin eksik yonii, nekroz
diizeylerinin Olgiilmemis olmasi1 ve daha yiiksek doz ve uzun siire kullaniminin
yapilmamis olmasidir. Ileri calismalarda degerlendirilebilir.

Bu sonuglar ile

Fluvastatin HSP90 diizeylerini etkileyerek eNOS aktivasyonu yapabilecegini
ve bu yolla damar gevsetici etkisinin olabilecegi,

Fluvastatinin rhokinaz ekspresyonunu azaltmasi, vaskuler diiz kas
kasilmasinda etkili olan bu yolagin inhibisyonuyla damar gevsetici yonde etkiler
gosterebilecegi,

Reaktif oksijen {lretiminde etkili bir enzim olan NADPH oksidaz’in
fluvastatin tedavisi sonucunda azalmasi, fluvastatinin endotelde ROS kaynakli
oksidatif stresi onleyerek kardiovaskuler hastaliklarda koruyucu rol alabilecegi,

eNOS inhibitorii olan ve oksidatif stres ile artan ADMA’nin fluvastatin ile
azalmasi, fluvastatinin oksidatif strese karst korunmada ve endotelyal

disfonksiyonunu iyilestirici etkilere katki saglayabilecegi diisiiniilebilir.
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