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Atorvastatinin Sican Iskelet Kasinda
Olusturdugu Yapisal Degisikliklerin
Elektron Mikroskobu ile Degerlendirilmesi

Evaluation of the Atorvastatin-Induced
Structural Changes in Skeletal Muscles of
Rats by Electron Microscope

OZET Amag: Galismamizda, bir statin tiirevi olan atorvastatinin sigan iskelet kasinda olusturdugu yapisal
degisikliklerin transmisyon elektron mikroskobu (TEM) diizeyinde incelenmesi ve degerlendirilmesi
amaglandi. Gereg ve Yontemler: Kirk adet eriskin erkek Wistar albino rat; biri kontrol ve dokuzu deney
grubu olmak tizere 10 esit gruba boliindii. Deneyin baglamasindan sonra 5., 10. ve 15. giinlerde sakrifiye
edilen ratlarin kuadriseps femoris kaslar1 elektron mikroskobunda incelendi. Bulgular: Kontrol grubun-
dan elde edilen kaslarin histopatolojik incelemelerinde herhangi bir yapisal degisiklige rastlanmazken,
diger dokuz deney grubundan elde edilen kas 6rneklerinde degisen derecelerde histopatolojik bulgular
elde edildi. Ultrastriiktiirel diizeyde; miyoflaman ve miyofibril kaybi, mitokondrionlarda kristalizis, say1-
ca ve hacimce artis, niikleus etrafinda ya da miyoflaman kaybinin oldugu bélgelerde kiimelenmis durum-
daydilar. Ozellikle Z bandindaki deformasyon ve silinme bariz bulgulardandi. Bu bulgularin derecesi,
atorvastatinin verilme dozu ve verilme zamani arttik¢a buna paralel olarak artig gésterdi. Sonug: Atorvas-
tatinin etkisinin iskelet kas1 iizerinde diisiik dozdan baslayarak yiiksek doza dogru, histopatolojik etkinin
dogru orantili olarak artt1g1, 6zellikle ultrastriiktiirel diizeyde miyoflaman kaybinin Z bandina dogru ol-
dugu, kas dejenerasyonunun en belirgin 6zelliklerinden biri olarak tespit edilmistir. Mitokondrial degi-
sikliklerin 6zellikle anormal sekiller kazanarak kristalizise ugramasi ve vakuoler goriiniim kazanmasi,
bununla birlikte lameller cisimciklere rastlanmasi, mitokondrial hasarin atorvastatin etkisine bagh olarak
artt1g1 belirlenmistir. Bunun yaninda, bozulan oksidatif enerji metabolizmasinm diizeltmek amaciyla mi-
tokondrionlarin boylarinin uzadig, fizyona ugradiklarn ve sayica ¢ogaldiklar: tespit edilmistir. Atorvas-
tatinin iskelet kaslarinda gostermis oldugu toksik etkiden dolayz, klinikte doz ve zaman baz alinarak, hasta
tedavilerinde daha dikkatli olunmasi gerektigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Atorvastatin; histopatoloji; ultrastriiktiirel

ABSTRACT Objective: In this study, toxic effects of atorvastatin was investigated on skeletal muscle cell
of rats using transmission electron microscopy (TEM). Material and Method: Fourty adult male Wistar-
albino rat used in this study. Rats divided into 10 groups as one control and nine experimentals. All rats
were sacrified after 5., 10., and 15. day of intervals. In this study quadriceps femoris muscle was exami-
ned using with electron microscopy. Results: In control group no histopathologic changes were determi-
ned in muscle tissue samples. However, experimental groups displayed various histopathological changes.
These changes were increased due to dose and duration of atorvastatin used in this study. Electron mic-
roscopic findings; Destruction of myoflamans and myofibrils, cristalizis, increased of volumes and num-
bers of mitochondria were seen in atorvastatin treated groups, especially 0.5 mg/kg and 1 mg/kg dose.
Mitocondria accumulated in perinuclear zone and between the destructive muscle fibers. One of the ma-
jor finding was the destruction of the Z bands. Conclusion: Our results showed that, toxic effect of ator-
vastatin was increased at high dose and after long term treatment. Myofibrils destruction or necrosis were
seen especially at the Z band areas. In atorvastatin treatment group the most striking finding was increa-
sed of mitochondrial size, cristalizis and abnormal shaped vacuoles. Lameller bodies were also seen in
the same group muscle cells. Mitochondria goes on fusion to straighten up the oxidative energy metabo-
lism. Our findings suggest that, special care should be taken about the dose and duration of atorvastatin
when used in medical treatment.

Key Words: Atorvastatin; histopathology; ultrastructure
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(HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleri (statinler),
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastalikla-
1 6nlemede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Mi-

3 -hydroxy-3-methylglutharyl-coenzyme A

yopatinin gelismesi, tahminen statin monoterapisi
sonucu %0.1 veya %0.5 oraninda degismekteyken,
rabdomiyoliz gelisme insidansi da her yil hastanede
tedavi altina alinan 10 bin hastadan 0.44’iinde ator-
vastatin, simvastatin ve pravastatin kullanimina bag-
L geligebilmektedir."? Baz1 aragtirmacilar, bu olayin
hastanin viicut 6lgiileri, yasi, cinsiyeti, renal ve hepa-
tik fonksiyonlari, hipotiroidizm ve diyabet ile iligki-
li oldugunu gozlemislerdir.3* Statine bagh miyotok-
sisitenin biyokimyasal indikatorii de kreatin kinaz se-
viyesinin artmasidir. Buna ragmen, statine bagl mi-
yotoksisite normal kreatin kinaz diizeylerinde de
gosterilmistir.>® Statinler hiicresel bazda kolesterol
sentezini inhibe etmekte, endotel fonksiyonlarin: dii-
zenlemekte ve plak olusumunu engellemektedir.”®
Ancak, insan viicudunda kolesterol sentezini baski-
layan statin tiirevlerinin iskelet kasinda ve karaciger
hiicrelerinde olumsuz etkilerinin oldugu ortaya ¢ik-
mustir. Karaciger kokenli serum transaminaz seviye-
lerinin yiikselmesi hastalarin %1’inde, miyotoksisite
ise %00.1’inde goriilmektedir.” Miyopatilerin insidan-
s1 diistik olabilir, fakat statin kullanimi arttik¢a bu be-
lirtilerin veya hastaliklarin artacagindan kayg:
duyulmaktadir. Agustos 2001 tarihinde bir hastanin
statin tiirevi olan serivastatin kullanimina bagl olarak
rabdomiyoliz gelismesi sonucu oldiigi bildirilmigtir.’
Calismamizda, bir statin tiirevi olan atorvastatinin
doza ve kullanim siiresine bagh iskelet kasinda olus-
turacag olasi yapisal degisikliklerin ultrastriiktiirel
olarak ortaya konulmasi amaglanmigtir.

I GEREC VE YONTEMLER

Galismamiza Dicle Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu'ndan onay alindiktan sonra bagland: ve
¢alismanin basindan sonuna kadar Hayvan Haklar
Bildirgesi'ne bagh kalindi. Bu ¢alismada, agirliklan
230-250 gr. arasinda degisen alt1 haftalik 40 adet eris-
kin erkek Wistar albino tiirii sigan kullanildi. Hay-
vanlar her bir grupta dort adet olacak sekilde bir
kontrol ve dokuz deney grubuna ayrild: (Tablo 1).
Deney siiresince hayvanlar standart rat yemi ve mus-
luk suyu ile 20 + 2°C’de 12 saat aydinlik ve 12 saat ka-
ranlik ortamda paslanmaz celik kafeslerde beslendi.
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TABLO 1: Calisma gruplari.

Gruplar Doz Siire
Kontrol %0.5 lik metil seliiloz 5., 10, 15. glin
D1 0.1 mg/kg atorvastatin 5gin
D2 0.1 mg/kg atorvastatin 10 giin
D3 0.1 mg/kg atorvastatin 15 giin
D4 0.5 mg/kg atorvastatin 5giin
D5 0.5 mg/kg atorvastatin 10 giin
D6 0.5 my/kg atorvastatin 15 glin
D7 1 mg/kg atorvastatin 5gin
D8 1 mg/ky atorvastatin 10 giin
D9 1 mg/kg atorvastatin 15 giin

Atorvastatin %0.5’lik metilseliiloz i¢inde ¢6-
ziilddi ve dozajlar her bir ratin viicut agirhiginin kg
basina 5 ml olacak sekilde ayarlanarak oral yoldan
verildi. Atorvastatin uygulamalar: bittikten 24 saat
sonra si¢anlar hafif eter anestezisi ile uyutuldu, ar-
ka bacagin 6n yiizii femur hizasinda tras edildi,
asepsi ve antisepsisi yapildi. Daha sonra kuadriseps
femoris kaslar1 ultrastriiktiirel inceleme igin
%2.5’1ik fosfat tamponlu gluteraldehit i¢cinde tespit
edildi. Yirmi dort saat sonra fosfat tamponlu soliis-
yonda yikandiktan sonra %1’lik osmium tetroksit
i¢ine alindi ve tampon soliisyonu iginde yikandik-
tan sonra osmiumu uzaklagtirmak icin %30, %50
ve %75 dereceli alkollerden 15’er dakikalik siirey-
le gecirildi. %70’lik alkolde 24 saat bekletildi. Do-
kular araldit ve propilenoksit (1,1) karisiminda bir
gece siireyle bekletildi.

Blok yapmak i¢in yeniden taze hazirlanmig
araldit karisiminda oda 1s1s1nda iki saat siireyle bek-
letildikten sonra kas dokular: bloklandi. Daha son-
ra ultramikrotom ile yar1 ince kesitler alinarak
toluidin mavisi ile boyandi. Isik mikroskobunda
bakilarak degerlendirme yapildi. Ince kesitler ali-
narak bakir gridlere alindi. Kursun asetat ve uranil
sitrat ile kontrast boyanip transmission elektron
mikroskobunda (zeiss-em-900, TEM) kas dokusu
degerlendirildi.

I BULGULAR
KONTROL GRUBU

Kontrol gruplarindan elde edilen kuadriseps femo-
ris kas kesitlerinin incelenmesinde normal histolo-
jik yapilar izlendi (Resim 1, 2).

Turkiye Klinikleri ] Neur 2008;3(3)
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RESIM 1: Kontrol grubunun kas kesitlerinin ultrastriiktiirel goriinimiinde bant-
lasmanin normal oldugu, miyofibrillerde herhangi bir degisikligin olmadii nor-
mal yapida oldugu belirlendi (kursun asetat uranil sitrat X 12.000).

RESIM 2: Kontrol grubunun kas kesitlerinde ultrastriiktirel gériiniimiinde mi-
tokondrionlarin ve nikleusun normal yapida oldugu belirlendi (kursun asetat
uranil sitrat X 12.000).

D1 Grubunun TEM Bulgulan

Bes giin boyunca 0.1 mg/kg atorvastatin verilen rat-
larin kuadriseps femoris kasinin elektron mikros-
kobik goriiniimtinde; sitoplazmada yer alan
mitokondrionlarin bazilar:1 normal goriintimdey-
ken, baz1 mitokondrionlarda kristalizis , Z bandin-
da yer yer dejenerasyon ve mitokondrion gocii
yasanirken, mitokondrionlar uzamis gériiniimdey-

di, miyoflaman kaybi gozlendi (Resim 3).

RESIM 3: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.
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D2 Grubunun TEM Bulgulan

On giin boyunca 0.1 mg/kg atorvastatin verilen
ratlarin kuadriseps femoris kasinin elektron mik-
roskobik goériiniimiinde; niikleus etrafinda yer
alan mitokondrilerde sayica artig gézlendi (Resim
4). Baz1 alanlardaki mitokondrilerde kristalizis
sekillenirken, lameller cisimciklere rastland: (Re-
sim 5).

D3 Grubunun TEM Bulgulan

0.1 mg/kg atorvastatin verilen ratlarin kuadriseps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriintimiin-
de; niikleus etrafinda kiimelenmis mitokondrion-
lar bulunurken, bunlarin bazilarinda kristalizis, Z
bandinda bozulmalar tespit edildi (Resim 6).

D4 Grubunun TEM Bulgulari

Bes giin boyunca 0.5 mg/kg atorvastatin verilen rat-
larin kuadriseps femoris kasinin elektron mikros-
Niikleus
sarkoplazmanin altinda yerlesik, sitoplazmada mi-

kobik goriiniimiinde; lokalizasyonu
tokondrion sayisinda artis, Z bandinda bozulmalar
gozlendi (Resim 7).

D5 Grubunun TEM Bulgular

On giin boyunca 0.5 mg/kg atorvastatin verilen rat-
larin kuadriseps femoris kasinin elektron mikros-
Niikleus
mitokondrionlarda sigsme ve yer yer kristalizis tes-
pit edildi (Resim 8).

kobik  goriiniimiinde; etrafindaki

D6 Grubunun TEM Bulgular

On bes giin boyunca 0.5 mg/kg atorvastatin verilen
ratlarin kuadriseps femoris kasinin elektron mik-
roskobik goriintimiinde; Niikleus kromatin dagili-
minda diizensizlik, perintikleer alanlarda yer yer
6dem tespit edildi (Resim 9).

D7 Grubunun TEM Bulgulan

Bes giin boyunca 1mg/kg atorvastatin verilen ratla-
rin kuadriseps femoris kasinin elektron mikrosko-
bik gorinimiinde; niikleus ¢evresine dagilmig
kromatin igerigi sentrale dogru dagilma, sitoplaz-
mada bazi mitokondrionlar normal gériiniirken ba-
zilarinda dejenerasyon gozlendi, sitoplazmada
vakuoler yapilar izlendi (Resim 10).
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RESIM 4: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

RESIM 5: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

RESIM 6: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

RESIM 7: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.
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D8 Grubunun TEM Bulgulan

10 giin boyunca 1 mg/kg atorvastatin verilen rat-
larin kuadriseps femoris kasinin elektron mikros-
kobik goriiniimiinde; niikleusta kromatin artisi,
cevre sitoplazmadaki mitokondrionlarda sigsme ve
kristalizis gozlendi. Miyofibriller arasinda miye-
loid figiirler iceren vakuoller belirgindi (Resim
11).

D9 Grubunun TEM Bulgulan

1 mg/kg atorvastatin verilen ratlarin kuadriseps fe-
moris kasinin elektron mikroskobik gériintimiin-
de; vakuol tarzindaki mitokondrionlarda asir1
genisleme (Resim 12), kristalizis ve ayrica lameller
cisimcikler gozlendi (Resim 13).

TARTISMA VE SONUC

Insanlarda ve bazi deney hayvanlarinda statin
kullanimina baglh olarak gelisen kas miyopatisi
ile ilgili histopatolojik degisiklikler pek ¢ok aras-
tiric1 tarafindan tanimlanmagtir.!%!3 Sicanlarda
statinlerle ilgili yapilan ¢aligmalarda genel
anlamda iskelet kaslarinda inflamasyon ve nek-
roz 6nemli sayilan bulgular icinde yer almis-

tir 13-15

William'® ve ark. 10 ve 15 gunlik yiiksek
dozda sicanlara uyguladiklar: serivastatinin etki-
sine bagl olarak kuadriseps kasinda ultrastriiktii-
rel diizeyde 10. giinde etki gozlemezken, 15.
ginde sarkomerlerde organizasyon bozuklugu,
miyofibrillerde dejeneratif degisiklikler, mito-
kondrionlarda yassilasma ve mitokondrial krista-
lizis saptamiglardir. William ve ark.nin 10 ve 15
giinliik yiiksek dozda siganlara uyguladiklar seri-
vastatinin etkisine bagli olarak kuadriseps femoris
kasinda ultrastriiktiirel diizeyde 10. giinde etki
gozlemezken, ¢alismamizda 10 giin boyunca ator-
vastatin verdigimiz ratlarin kuadriseps femoris
kaslarinin ultrastriiktiirel yapisinda mitokondri-
lerde artig ve mitokondrial kristalizis tespit edildi.
Bu bulgularimiz William ve ark.nin gosterdikleri
bulgularla bizim bulgularimiz paralellik goster-
memekteydi. Ancak William ve ark.nin 15 giin
stire ile serivastatin uygulanan ratlarin ultrastriik-
tirel bulgulari ile bulgularimiz biiyiik oranda pa-
ralellik gosterirken; mitokondrionlarda vakuoler

Turkiye Klinikleri ] Neur 2008;3(3)
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RESIM 8: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

RESIM 9: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

goriiniim ve yer yer lameller cisimciklerin varligs,
kas liflerinde miyoflaman kaybi, William ve
ark.nin yapmis oldugu ¢alismalarda ortaya koy-
madiklar1 bulgular olarak saptandi.

Waclawic!’? ve ark.nin yapmis oldugu ¢alis-
mada 10 giin siire ile bir statin tiirevi olan lovas-
tatin uyguladiklar1 ratlarda gastroknemius
kasinda lovastatinin etkisi, bizim ¢aligmamizdaki
10 giin siire ile atorvastatinin hem ila¢ dozu uy-
gulamasi, hem de siire bakimindan degerlendiril-
diginde, ultrastriiktiirel bulgulari ile lovastatinin
etkisini atorvastatin desteklemektedir. Waclawic
ve ark.nin yaptig1 ultrastritktiirel caligmalarinda
ise gastroknemius kasinda sarkoplazmik retikii-
lum ve mitokondrilerde ultrastriiktiirel diizeyde
degisikliklere rastlamiglardir. Ortaya koyduklar
bu bulgular bizim bulgularimizla biiyiik oranda
paralellik gostermesine ragmen, ultrastriiktiirel
diizeyde kas liflerinde goriilen dejenerasyon, bi-
zim ¢alismamizda ekstra bulgu olarak saptandi.
Ayrica, Waclawic ve ark.nin yapmis oldugu ¢a-
lismada lovastatin uygulamasinda 10.-12. giinler-
de gastroknemius ve soleus kaslarinda

RESIM 10: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

RESIM 12: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.

RESIM 11: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.
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RESIM 13: Kursun asetat uranil sitrat X 12.000.
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ultrastriiktiirel etkide anormal sekilli mitokon-
driler, sarkoplazmik retikiillumda dilatasyon, mi-
tokondrilerde lameller cisimciklerin olustugu
gozlenmistir. Waclawic ve ark.nin yapmis oldugu
caligmalarda, 10. ve 12. glinlerde gastroknemius
ve soleus kaslarinda ultrastriiktiirel etkide ortaya
koymus olduklar1 bulgularla, bizim bulgularimiz
biiyiik oranda paralellik gostermektedir.

Jennifer ve ark.nin 14 giin siire ile 0.5 mg/kg
oral gavaj yoluyla serivastatin uyguladiklar disi
ratlarda soleus ve kuadriseps femoris kaslarinda
ultrastriiktiirel etkide mitokondrionlarda krista-
lizis ve sekilsel deformasyonlar tespit etmigler-
dir.’® Doz ve zaman olarak bizim bulgularimiz da
buna paralellik gostermektedir. Bizim ¢aligma-
mizdaki farklilik, kas fibrillerinde dejenerasyon
tespit etmis olmamizdir.'® Jeniffer ve ark.nin yap-
mis oldugu ¢aligmada ise kas fibrillerinde dejene-
rasyon tespit edilmemigtir. Jeniffer ve ark.nin
ayni ¢alismada, 14 giin siire ile 1 mg/kg oral gavaj
yoluyla serivastatin uyguladiklar: disi ratlarin so-
leus ve kuadriseps femoris kaslarinda ultrastiik-
etkide
vakuoler goriiniim ve sayica artig tespit etmigler-

tiirel mitokondrionlarda kristalizis,
dir. Biz de kendi ¢alismamizda ayn1 bulgular: tes-
pit ettik. Bundan farkli olarak, kristalizise
ugramis mitokondrionlarda lameller cisimcikler
gozlemledik. Jeniffer ve ark.nin kendi ¢aligmala-
rinda tespit ettikleri kas fibrillerindeki miyofla-

man ve miyofibril kayb1 bizim bulgularimizla

ATORVASTATININ SICAN ISKELET KASINDA OLUSTURDUGU YAPISAL DEGISIKLIKLERIN...

paralellik gostermektedir. Jeniffer ve ark.nin ¢a-
ligsmalarinda kullandiklar: ratlar disi, bizim calis-
mamizda kullandigimiz ratlar ise erkektir. Disi
ratlarin, erkek ratlara oranla statin tiirevlerinin
miyotoksik etkilerine daha duyarli olduklar: bi-
linmektedir.

SONUC OLARAK:

a. Atorvastatin etkisinin iskelet kas: tizerin-
de diisiik dozdan baglayarak yiiksek doza dogru,
histopatolojik degisikliklerin dogru orantil: ola-
rak artmasi,

b. Ozellikle ultrastriiktiirel diizeyde miyofila-
man kaybinin Z bandina dogru oldugu, kas deje-
nerasyonunun en belirgin 6zelliklerinden biri
olmasi,

c. Mitokondrial degisikliklerin, 6zellikle anor-
mal sekiller kazanarak kristalizise ugramasi, vaku-
oler goriiniim kazanmasi ile birlikte lameller
cisimciklere rastlanmasi,

d. Ayrica bozulan enerji metabolizmasini
kompanse etmek amacly; mitokondrilerin boylari-
nin uzadigy, fiizyona ugradiklar: ve sayica ¢ogal-
diklari, ve

e. Atorvastatinin iskelet kaslarinda gostermis
oldugu toksik etkiden dolayi, klinikte doz ve za-
man baz alinarak, hasta tedavilerinde daha dikkat-
li olunmas: gerektigi kanaatine varildi.
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