1- GIRIS VE AMAC

3-hydroxy—3-methylglutharyl-coenzyme A(HMG-CoA) rediiktaz  inhibitorleri
(statinler), kardiyovaskiiler hastaliklar1 onlemede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve
genellikle iyi tolere edilebilmektedirler. Buna ragmen bazi hastalarda kas dokusuna olan bir
takim yan etkiler gelisebilir ve oliimciil rabdomiyoliz’in de gelismesine neden olabilir.
Miyopatinin gelismesi, tahminen statin monoterapisi sonucu %0,1 veya %0,5 oraninda
degismekteyken, rabdomiyoliz gelisme insidansida her sene hastanede tedavi altina alinan
10.000 hastadan 0.44’iinde atorvastatin, simvastatin ve pravastatin kullanimina bagh
gelisebilmektedir (Graham ve ark. 2004, Shek ve ark. 2001)

Miyopatinin bazi hastalarda statin kullanimina baglhh olarak neden gelistigi hala
anlasilabilmis degildir. Rabdomiyoliz’in artan oranlarda goriilmesi bazi ilaclarin statinlerle
beraber kombine kullanilmasi ilaglar arasindaki etkilesimi, farmakokinetigi sonucunda,
miyopatinin gelisme riskini artirabilir. Bunun yaninda hastanin viicut ol¢iileri yas1 cinsiyeti
renal ve hepatik fonksiyonlari, hipotiroidizm ve diyabet bu riskleri belirleyici faktorler olarak
gozlenmektedir (Omar ve ark. 2002, Thompson ve ark. 2003).

Statin miyotoksisitesinin hiicresel gelisme mekanizmast mevalonik asit tiirevlerinin
kasta ylikselmesine baglanmaktadir. Ancak, bu durum cevaplanmay1 bekleyen bir¢ok soruyu
da icermektedir (Tozawa ve ark. 2003, Bennett ve ark. 2003).

Statine bagli miyotoksisitenin, biyokimyasal indikatoriide kreatin kinaz seviyesinin de
artmasidir. Buna ragmen, statine baglh miyotoksisite normal kreatin kinaz diizeylerinde de
gosterilmistir ( Phillips ve ark. 2002).

Diinya genelinde, atorvastatin siklikla kullanilan statin tiirevidir. Aktif lipid diisiiriicii
asit formunda verilmektedir ve in vivo olarak organizmada lakton formuna doniismektedir
(Kearney ve ark. 1993).

Yapilan en son caligmalarda statinlerin ayni zamanda inme riskini de azaltabildigi
kanitlanmis bir gercek olarak yerini almistir (Hebert ve ark. 1997).

Aterosklerotik vaskiiler hastaliklar, basglica 6liim nedenleri arasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Kanada'da tiim oliimlerin %36 sin1 aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar
olusturmaktadir (Health Canada, 2001). Kardiyovaskiiler hastaliktan hem primer hemde
sekonder korunmada antilipidemik ajanlarin kullanim avantajlar oldugu kanitlanmistir. Son
zamanlarda hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri (
statinler ), hala popiilaritesini korumaktadir. Statinler hiicresel bazda kolesterol sentezini

inhibe etmekte, endotel fonksiyonlarin1 diizenlemekte ve plak olusumunu engellemektedir



(Beyer ve ark. 1992, Rosenson ve ark. 1998).Boylece Akut koroner sendromlu hastalarda

iskemi olusma riskini azaltmaktadir (Schwartz ve ark. 2001).

Ancak, insan viicudunda kolesterol sentezini baskilayan statin tiirevlerinin iskelet
kasinda ve karaciger hiicrelerinde olumsuz etkilerinin oldugu ortaya cikmistir. Karaciger
kokenli serum transaminaz seviyelerinin yiikselmesi hastalarin % 1’inde,myotoksisite ise
%0,1’inde goriilmektedir (Maron ve ark. 2000). Hepatotoksisite daha fazla goriilmesine
ragmen, myotoksisite sonucu rabdomyoliz olusabilir, buna baglh olarak myoglobinuri ve akut
bobrek yetmezligi gelisebilir (Dromer ve ark. 1992, Ozdemir ve ark. 2000). Miyopatilerin
insidans1 diisiik olabilir, fakat statin kullammu arttikca bu belirtilerin veya hastaliklarin
artacagindan kaygi duyulmaktadir. 2001 agustosunda bir hastanin statin tiirevi olan
serivastatin kullammmina bagh olarak rabdomiyoliz gelismesi sonucu 6ldiigii bildirilmistir
(Maron ve ark. 2000).

Bir statin tiirevi olan atorvastatinin doza ve kullanim siiresine bagl iskelet kasinda

olusturacag olas1 yapisal degisikliklerin ortaya konulmasi amaglanmustir.



2- GENEL BILGILER

2.1 Iskelet kasi histolojisi

Morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerine gore memelilerde {i¢ kas tipinden biri olan
iskelet kasi enine cizgilenme gosteren, ¢ok cekirdekli, silindirik, ¢ok uzun demetlerden olusur.
Kasilmalari, hizli, yavas, kuvvetli ve genellikle istemlidir. Buna, molekiiler yapilarin birbirleri
iizerinde kaymalarina olanak veren, kalin miyozin filamanlar1 ve ince aktin filamanlarinin
karsilikli hareketi neden olur. Kayma i¢in gerekli olan giicler aktini miyozine baglayan
kopriilerdeki zayif etkilesimlerle elde edilir. Iskelet kasi ¢cok uzun (12.3 cm’nin iizerinde)
silindirik, ¢ok c¢ekirdekli 10-100 pm capinda demetler halindeki kas liflerinden
(hiicrelerinden) olusur. Cok cekirdeklilik embriyonik tek ¢ekirdekli miyoblastlarin birlesmesi
sonucunda meydana gelir. Oval ¢ekirdekler genellikle periferde sarkolemmanin hemen altinda

bulunur. Bu karakteristik ¢ekirdek yerlesimi iskelet kasini kalp ve diiz kastan ayirmaya yarar.

2.1.1 iskelet kasin yapisal ozellikleri

Kas lifi kiitleleri diizenli demetler halinde dizilirler ve epimisyum adi1 verilen siki bag
dokudan bir dis kilif ile sarilirlar. Ince bag doku septalar epimisyumdan igeriye dogru uzanir
ve bir kasin i¢indeki lif demetlerini sarar. Her kas lifi demetlerinin etrafindaki bag dokusu
perimisyum diye adlandirilir. Her kas lifi ise bazal lamina ve retikiiler liflerden olusmus ince
bir bag dokusu endomisyumla sarilidir.

Bag dokusunun en Onemli rollerinden biri ise kas lifini kasarak kuvvetin mekanik
iletimini saglamaktir. Ciinkii cogu kez kas hiicreleri tek basina kasin bir ucundan diger ucuna
uzanamaz.

Kan damarlan kasa bag dokusunun olusturdugu septalar igcinde girer ve kas lifleri
arasinda onlara paralel olarak zengin bir kapiller ag1 olustururlar. Bu kapillerler devamlh
tiptedir. Lenf damarlarida bu bag dokusunda bulunmaktadir.

Baz1 kaslar tendon bileskesinin olusturuldugu uglarda ortadan kalkar. Elektron
mikroskopik bulgulara goére bu gecis bolgesinde tendonun kollajen liflerinin kas liflerinin

plazmalemmasindaki karmagik katlantilarin i¢ine gomiildiikleri goriiliir.



2.1.2 iskelet kasi liflerinin diizenlenimi:

Isik mikroskopunda gozlendigi gibi, uzamia kesiti alinan kas lifleri ag¢ik ve koyu
bantlar halinde degisen enine ¢izgilenmeler gosterir.

Koyu olarak gézlenen bandlar A bandi Anizotropik alanlar olarak isimlendirilir. Daha
acik goriinen ise I bandlar1 Izotropik alanlar olarak adlandirilir. Elektron mikroskopta her I
bandinin Z cizgisi denilen koyu transvers bir ¢izgiyle ikiye ayrildigir gozlenir. Kasilabilir
yapmin kendini yenileyebilen en kiiciik parcast olan sarkomer bir Z ¢izgisinden digerine
uzanan kisimdir ve dinlenme halindeki kasta yaklasik 2,5 pm uzunlugundadir.

Her kas lifinin sarkoplazmas1 miyofibril denilen, uzun, silindirik, filamentdz demetler
ile doludur.1-2um capinda olan ve kas lifinin uzun eksenine kosut olarak uzanan
miyofibriller birbiri ardina zincir biciminde diizenlenmis sarkomerlerden olugmustur. Komsu
miyofibrillerdeki sarkomerlerin lateral diizeni tiim kas lifinin enine cizgilenmeler gosteren
karakteristik bir yap1 gdstermesine neden olur.

Elektronmikroskopik calismalar esasen sarkomerin bu diizeninin kalin ve ince 2 tip
filamanin miyofibrillerin uzun eksenine paralel olarak simetrik sekilde dizilmesiyle meydana
geldigini gostermistir.

1.6 pm uzunlugunda, 15 nm kalinligindaki kalin filamanlar sarkomerin merkezi
kisminda yer alan A bandini olusturur. Ince filamanlar arasinda bir uglari Z cizgisine
tutunmus olacak sekilde onlara paralel olarak uzanirlar. Ince filamanlar 1,0 um uzunlugunda
ve 8 nm kalinligindadir. Bu diizenlenimin bir sonucu olarak I bandlari, ince filamanlarin kalin
filamanlar {izerine gelmeyen kisimlarindan meydana gelir. A bandi ise, baslica kalin
filamanlardan ve ince filamanlarla iist tiste gelen kisimlarindan olusur. A bandinin ortasinda H
bandi denilen daha agik bir alan vardir. Burasi sadece miyozin molekiiliiniin ¢ubuk benzeri
kisimlarindan olusmus bir alana karsilik gelir. H bandi M ¢izgisiyle ikiye ayrilir. Burasi
komsu olan filamanlar arasinda lateral baglantilarin bulundugu bir bolgedir. M c¢izgisinin esas
proteini kreatin kinazdir. Kreatin kinaz, bir fosfat grubunun fosfokreatinden ADP’ye
aktariminda katalizor gorevi tistlenir. Boylece kasin kasilmasi i¢in gerekli ATP saglanir.

Ince ve kalin filamanlar A bandinda iist iiste binerler. Her kalm filamami 6 ince filaman
cevreler, bir altigen olusturur.

Cizgili kas filamanlar birkag¢ protein igerir; bunlar aktin, troponin, tropomiyozin ve
miyozindir. Ik iicii ince filamanlar1 olustururken miyozin kalin filamanlar1 yapar. Aktin ve

miyozin iskelet kasinin toplam proteininin % 55’ini olusturur.



Aktin bir ¢ift sarmal sekilde birbiri etrafina dolanmis 5-6 nm capinda 2 sira globiiler
monomerden olusan uzun filamentz polimerlerden ibarettir. G-aktin molekiillerinin 6zelligi
de yapisal asimetri gostermesidir. G-aktin molekiilleri F-aktini olusturmak iizere polimerize
olduklar1 zaman belirgin polarite gosteren filamanlar olusturarak arkadan 6ne biikiiliirler. Her
bir G-aktin monomeri miyozin i¢in baglanma bolgesi icerir

Z cizgisi lizerine dik agiyla yerlesen aktin filamanlar ¢izginin her bir tarafinda karsit
polarite gosterir. Z cizgisinin ana komponenti olan A-aktinin proteininin, aktin filamanlarina
bu bolgede tutundugu diisiiniilmektedir. A- aktinin ve desminin komsu sarkomerleri birbirine
bagladig: diisiiniilmektedir.

Tropomiyozin, 2 polipeptid zincir iceren 40 nm uzunlugunda ince uzun bir
molekiildiir. Bu molekiiller birbirine dolanmis iki aktin uzantis1 arasindaki olugun dis
kenarlar1 boyunca aktinin alt birimleri iizerinde filamanlar olusturarak ilerleyen bastan sona
kadar uzanan molekiillerdir.

Troponin 3 alt birimden olusan bir komplekstir. Tropomiyozine giiclii bir sekilde
tutunan TnT, kalsiyum iyonlarim baglayan TnC ve aktin — miyozin iliskisini bozan Tnl. Bir
troponin kompleksi her tropomyozin molekiilii iizerinde belirgin bir noktaya tutunur.

Ince filamanlarda, her bir tropomiyozin molekiilii 7 tane G-aktin molekiiliine uzanir ve
bir troponin kompleksi bunun yiizeyine tutunur.

Miyozin ¢ok daha biiyiik bir komplekstir. Miyozin, birbirine esit iki agir zincir ve iki
cift hafif zincire ayristirabilir. Miyozinin agir zincirleri birbirine dolanmis iki agir zincirden
meydana gelen ince, cubuk benzeri molekiillerdir (150 nm uzunlugunda 2-3 nm kalinliginda).
Her agir zincirin bir ucundaki kiiciik globiiler uzantilar, ATP baglamanin yani sira ATP’yi
hidrolize edecek enzimatik kapasiteye sahip baslari olusturur ve aktin baglama o6zelligi
sergiler. Bu 4 hafif zincir bas ile iliskilidir. Her bir kalin filamandaki yiizlerce miyozin
molekiilii comaga benzer kisimlan {ist iiste gelecek ve globiiler baslar1 bir digerinin ucuna
yonelecek sekilde diizenlenim gosterir.

Iskelet kasinin ince kesitlerinde kas lifleri ince ve kalin filamanlarin arasinda karsilikli
kopriiler goriiliir. Bu kopriiler myozin molekiiliiniin bas kismindan ve c¢ubuga benzeyen
parcasinin kiiciik bir kismindan meydana gelir. Bu kopriilerin kimyasal enerjiyi dogrudan
mekanik enerjiye ¢cevirdigi diistiniilmektedir.

2.1.3 Sarkoplazma retikulumu ve transvers tiibiil sistemi

Sarkoplazma retikulum membraninin depolarizasyonu kas hiicresinin yiizeyindeki

ozellesmis kas — sinir baglantisinda baglar ve Ca 2 iyonlarinin serbestlesmesi ile sonuglanir.

Icerideki sarkoplazma retikulumu sisternalarindan Ca *2un serbestlesmesini etkilemek icin



depolarizasyon sinyallerinin tiim hiicre boyunca dalga halinde ilerlemesi gerekir. Periferik
miyofibriller merkezde yerlesen miyofibrillere gore daha 6nce kasilir. Diizenli bir kasilmanin
saglanmasi icin, iskelet kast Transvers Tubiiller’e sahiptir ( T ).

Sarkolemmanin bu parmak benzeri girintileri kompleks bir tiibiil ag1 meydana getirir ve
miyofibriller i¢indeki her sarkomerin A-I bileskelerini sarar.

Sarkoplazma retikulumunun T tiibiile komsu karsilikli iki kenar1 genisleyerek Terminal
Sisternalar’im1 yaparlar. T tiibiil ile birlikte iki lateral SR parcasindan olusan bu 6zellesmis
komplekse Triad denir. Triad ta sarkolemmanin olusturdugu depolarizasyon T tubiil ile
sarkoplazma retikulumu membranina aktarilir.

Yukarida tanimlandigi gibi ortamda Ca ** iyonlar varsa kas kasilir, yoklugunda gevser.
Sarkoplazma retikulumu hizli kasilma ve gevseme i¢in gerekli olan kalsiyum akisini diizenler.
SR sistemi her bir miyofibrili ¢cevreleyen diiz endoplazma retikulumu aginin sisternalarindan
olusur. SR zarimn sinirler aracilig1 ile depolarizasyonunu takiben SR i¢inde yogunlasms Ca*?
iyonlar1 kalin ve ince filamanlarin {iist iiste binerek troponine baglanip aktin ve miyozin
arasinda kopriillesmeye neden oldugu bu alana pasif olarak birakilir. Zar depolarizasyonu sona
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erince, SR Ca* deposu olarak gorev goriir ve Ca™u aktif transportla sisternalara geri

gonderir ve bu da kasilma isleminin sona ermesiyle sonuclanir.

2.1.4 Kasilma mekanizmasi

Dinlenme halindeki sarkomerler kismen diist iiste binmis kalin ve ince filamanlardan
olugmaktadir. Kasilma sirasinda hem ince hemde kalin filamanlar kendine 0zgiin
uzunluklarina donerler. Kasilma bu filamanlardaki kasilmaya bagh olmadigi i¢in filamanlarin
iist iste binme miktarinin artmasina baglanabilir. Kas kasilmasinda Kayan Filaman hipotezi
yaygin bir bicimde benimsenmistir.

Bunun ardindan kasilma dongiisii sirasinda aktin ve miyozin filamanlar1 arasindaki
davranigin kisaca tanimlanmasi gelmektedir. Sonug¢ olarak ATP miyozin basindaki ATP-az
kismina baglanir. Ancak hidroliz hizi cok yavastir. Miyozinin ATP’yi hizli olarak
parcalanmasiyla enerjinin ortaya ¢ikmasini saglamak icin bir kofaktor olarak aktinin varligina
gereksinim duyulur. Dinlenme durumundaki kasta miyozin aktin ile baglanti kurmaz, ciinkii
aktin molekiilleri iizerinde miyozin baslarinin baglanmasi i¢in uygun olan kisimlar F-aktin
filaman1 {izerindeki troponin—tropomiyozin kompleksleriyle ortiilmiis durumdadir. Ca®
konsantrasyonu yeterince yiiksek oldugunda bunlar troponin TnC alt birimine baglanirlar. U

troponin alt biriminin bigimleri degisir ve tropomiyozin, molekiiliinii aktin, sarmalinin yarigi



icine dogru iter. Bu globuler aktin eleman iizerindeki miyozin baglayan bolgeyi aciga ¢ikarr,
boylece aktin, miyozin molekiiliiniin basi ile birlesmek iizere serbest kalir.

Kalsiyum iyonlarinin TnC birimine baglandigi donem miyozin — ATP’nin aktif
komplekse doniistiigli zamana uyar. Miyozin basi ve ince filamanin G-aktin alt birimi
arasindaki baglanmanin sonucu olarak ATP, ADP ve P ye doniisiir ve enerji agiga ¢ikar. Bu
aktivite miyozin basinin ve bir parcasinin ¢ubuk benzeri boliimiin biikiilerek deformasyona
ugramasina sebep olur. Aktinin miyozine bagli olmasi nedeniyle miyozin basinin hareketi
aktini miyozin iizerine ¢eker. Sonug olarak ince filaman A bandi i¢ine daha fazla itilir.

Cok sayida miyozin basinin kalin filamandan uzanmasina karsin kasilma sirasinda
herhangi bir zamanda az sayida bas, mevcut aktin baglayan kisimlarla karsi karsiya gelir.
Bagli miyozin baglann aktini hareket ettirirken yeni aktin-miyozin baglantilarinin
diizenlenmesinide saglar. Eski aktin-miyozin baglantilari, yalnizca miyozin yeni bir ATP
molekiilii baglandiktan sonra ¢oziiliir. Bu islem ayn1 zamanda miyozin bagini serbestlestirir ve
onu bagka bir kasilma siklusu icin hazirlar. Eger ortamda hi¢ ATP molekiilii yoksa aktin-
miyozin kompleksi stabil hale gelir. Bu 6liimden sonra meydana gelen Rigor Mortis olayina
sebep olur. Tek bir kas kasilmasi yiizlerce baglantinin yikilmasi sonucu ortaya cikar. ince ve
kalin filamanlarin tam olarak iist iiste binmesiyle olusan kas aktivitesi Ca® iyonlarinin
serbestlesmesine ve troponin-tropomiyozin kompleksinin tekrar miyozin baglayict kisimlari
ortmesine kadar devam eder.

Kasilma sirasinda ince filamanlar A bandina girdik¢e I bandinin boyutlarn kisalir. H
bandinin kalinligr ince filamanlar kalin filamanlarla tamamen {iist iiste geldiginde kisalir.

Sonucta her sarkomer ve tiim hiicre kisalir.

2.1.5 Innervasyon

Miyelinli motor sinirler perimisyum iginde dallanirlar ve sonlandiklar1 bolgede cok
sayida nice dallar icerirler. innervasyon alaninda sinir miyelin kilifin1 kaybeder ve kas hiicresi
yiizeyi iizerine oturan motor son plak yapisini olusturur. Bu bolgede akson Schwan hiicresinin
ince sitoplazma tabakasi ile sarilir. Aksonun ucunda ¢ok sayida mitokondri ve sinaptik
vezikiiller vardir. Bunlar asetilkolin norotransmitterini icerir. Akson ve kas arasinda sinaptik
yarik adi verilen bir bosluk bulunur. Kas sinir iligkisinde, sarkollemma derinlere baglanti
kivrimlar1 seklinde uzantilar gonderir. Sarkolemmada uzantilar altinda ¢ok sayida g¢ekirdek,
mitokondriler, ribozomlar ve glikojen graniilleri bulunur.

Motor son plak uyarildig1 zaman akson terminalinden asetilkolin serbestlestirilir, yarik

boyunca dagilir ve baglanti kivrimlarinin sarkolemmalan icindeki asetilkolin reseptorlerine



tutunurlar. Transmitterlerin baglanmasi sarkolemmay:r Na gecirgen hale getirir. Bu da
membran depolarizasyonuyla sonug¢lanir. Sinaptik yarigin bazal laminasina tutunan
kolinesteraz enzimi asetilkolini hidrolize eder. Asetilkolinin parcalanmasi transmitterin
sarkolemmada mevcut reseptorlerle uzun siire temasinin dnlenmesi icin gereklidir.

Motor son plakta baslayan depolarizasyon kas hiicresinin yiizeyi boyunca ve transvers
tiibiil sistemi araciligiyla lifin derinliklerine dogru yayilir. Her triadta, depolarizasyon sinyali

sarkoplazma retikulumu dongiisiinii  baglatan Ca™

un serbestlenmesi ile sonuclanir.
Depolarizasyon sonuglaninca Ca** aktif olarak sarkoplazma retikulumu sisternalarina geri
alinir ve kas gevser.

Tek bir akson bir kas lifini uyarabilir ya da dallanarak daha fazla kas lifinin
uyarilmasim saglayabilir. Birden fazla uyarimin gerceklestirildigi bir sinir lifi ve onun
uyardig tiim kaslara Motor Unite ad1 verilir. Iskelet kasi lifleri asamali kasilma gostermezler.
Ya boylu boyunca kasilirlar ya da hi¢ kasilmazlar. Kasilmanin giictinii degistirmek icin bir
kas demeti icindeki liflerin ayn1 zamanda kasilmalart sart degildir. Kaslar motor iinitelere
ayrildiklart i¢in tek motor aksonun uyarimi bu akson tarafindan uyarilan kas liflerinin
sayisiyla orantili bir gerilme yaratir. Motor {initelerin sayist ve her iinitenin sekil degisikligi
kasin kasilma giiciinii kontrol eder. Ince bir kasin hareket olusturma yetenegi o kasin motor
iinitelerinin boyutuna baghdir. Ornegin goz kaslari iyi kontrol edilmeye ihtiyag duyduklart

icin her bir lifi degisik bir sinir tarafindan innerve edilir. Daha kaba hareketlere sahip genis

kaslar 6rnegin ekstremite kaslarinda tek bir sinir lifi 1000 den fazla kas lifini uyarr.

2.1.6 Enerji iiretim sistemi

Iskelet kas1 hiicreleri, yogun mekanik is ertesinde olusan devaml kasilmalara yiiksek
derecede uyum gosterirler. Gerekli enerjinin ¢ogu, Fosfokreatin ve ATP seklinde depolanir.
Kimyasal enerji aym zamanda kas agirhigimin yaklasik % 0,5-1’ini olusturan glikojen
depolarinda mevcuttur. Kas dokusu fosfokreatin ve ATP seklinde depolanan enerjiyi glikoz
ve yag asitlerini yikarak {iiretir. Dinlenme halindeki kasta ya da kasilmadan sonraki
toparlanmada asil siibstrat yag asitleridir. Yag asitleri mitokondri matriksinde yer alan 8-
oksidasyon enzimleri tarafindan yikilirlar. Asetat’in sitrik asit dongiisii yoluyla okside
olmasiyla ATP seklinde depolanan enerji ortaya ¢ikar. Uzun mesafe kosusu gibi dayanmklilik
sporlart yapan atletlerde iskelet kaslar1 asil enerji kaynagi olarak yag asitlerini kullanirlar.
Iskelet kasina kisa siirede enerji gerekecek ise bunlar glikozu laktata metabolize ederler. Bu
da toparlanma donemi sirasinda ortaya ¢ikan oksijen a¢igina neden olur. Bu tiir egzersizlerde

olusan kramplara neden olan laktattir.



2.1.7 Kas liflerinin histokimyasal 6zellikleri

Morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel durumlarina gore iskelet kasi lifleri Tip—1,
yavas ve Tip-2, hizli lifler seklinde siniflandirilabilir. Tip—1 lifler miyoglobin igeren
sarkoplazma agisindan zengindir. Siirekli kasilma ile iligkilidir ve enerjilerini yag astlerinin
oksidatif fosforilasyonundan alirlar. Tip-2 lifler hizli, siirekli olmayan kasilmayla ilgilidir.
Bunlar daha az myoglobin igerirler. Tip-2 liflerde aktvitelerine ve kimyasal 6zelliklerine gore
Tip-2A, Tip-2B ve Tip-2C olmak iizere simiflandirilabilirler. Bu lifler arasinda en hizli tepki
gosteren lifler Tip-2B’dir ve bu lifler enerji kaynagi olarak glikolize diger liflerden daha fazla
bagimhidir. Kas liflerinin smiflandirmasi kas hastaliklarinin ya da miyopatilerin tanisi
acisindan klinik 6neme sahiptir. Insanlarda iskelet kaslari ¢ogu kez farkli lif tiplerinin
karisimindan ibarettir.

Motor iinitenin fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerini kendisini innerve eden motor
noron diizenler. Bir motor {iinitteki tiim kas lifleri biribirine benzer morfolojik ve fizyolojik
ozellikler tasirlar. Genelde glikojen ve glikolitik enzimlerden zengin olan lifler hizli kasilirlar
ve cabuk yorulurlar: mitokondri ve oksidatif enzimlerden zengin olan lifler ise yavas
kasilirlar, gec yorulurlar, tonik ve postiiral aktivitelere yardim ederler. Iskelet kaslari

striiktiirel, histokimyasal ve fizyolojik ozelliklerine gore 4 degisik tip kas lifine ayrilir (Tablo
1).



Histokimya | 2B 2C 2A 1

sal

ATPaz(pH1

0,4) ++ ++ ++ _
ATPaz(PH4 | + + _ _
»S)

ATP

az(pH4.3) _ + _ _
Mitokondri | Az Orta Cok Cok

Glikojen ve

glikolitik Cok Yok Cok Az
enzim

Kontraksiy

on zamam | Hizh Hizh Hizh Yavas
Yorulmaya | Az Orta Cok Cok

karsi direng

Tablo.1: iskelet kas1 liflerinin histokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri.

Kasin kirmizi, beyaz ya da ara lif tiplerine farklilagmasini onlarin innervasyonu kontrol
eder. Kirmizi ve beyaz liflerin sinirlerinin kesilip karsilikli ¢apraz olarak ucuca getirilerek
rejenere olmaya birakildigi deneylerde kas lifleri morfolojik ve fizyolojik durumlarini onlar
uyaran sinire gore degistirirler. Kasin denervasyonu paralize ve atrofiye yol acacaktir.

2.1.8 Sarkoplazmanin diger elemanlari
Glikojen, sarkoplazmada kaba graniiller seklinde bol olarak bulunur. Kas kasilimi

sirasinda hareketi saglayacak enerjiyi depolamaya yardimci olurlar.
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Sitoplazmanin diger elemani, bazi kaslarda koyu kirmizi rengin asil sorumlusu
hemoglobine benzer oksijen bagl bir protein olan myoglobindir. Myoglobin bu tip liflerde
yiiksek diizeyde oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan oksijeni depolayan pigmenttir. Bu
nedenle de okyanusta yasayan memelilerin kaslarinda biiyiik miktarlarda myoglobin bulunur.
Uzun siireli aktiviteye ihtiya¢ duyan kaslarda kirmizi ve yiiksek yogunlukta myoglobin

bulunur.

2.1.9 Kas igcikleri

Insandaki biitiin ¢izgili kaslar kas igcigi denen kapsiillii proprioseptorler igerir. Bu
yapilar i¢i s1v1 dolu bir boslugu saran bag dokusu kapsiiliinden olusur. Bu sivi dolu alanin
icinde az sayida uzun ve kalin kas lifleri ile bir miktar kisa ve ince lif bulunur. Bunlarin
tamamina intrafuzal lifler denir. Birka¢ duyusal sinir lifi kas igciginin i¢ine girer ve burada
ekstrafuzal liflerdeki uzunluk degisimini tespit ederek bu bilgileri omurilige tasir. Omurilikte
degisik karmasikliktaki refleksler aktive olarak viicut postiiriinii saglar ve yiiriime gibi motor

aktivitelere katilan antagonist kas guruplarinin aktivitesini diizenler.

2.2 flaclarn olusturdugu miyopatiler
Miyopati iskelet kaslarinda agri, hassasiyet, CK enziminin yiikselmesiyle seyreden

non fatal bir kas hastaligidir. Pek ¢ok tip miyopati bulunmaktadir. Bazilar1 genetik kokenli,
inflamatuar ve endokrin sistem hastaligina bagh olarak olusur. Bunun yaninda ¢ok sayida
miyotoksik etkisi olan birgok ila¢ bildirilmistir. Iskelet kasi toplam viicut agirhimin %45 ini
olusturur. Yiiksek metabolik hizda kan akigina sahiptir. Bundan dolayi, dolasimda olan
ilaclarin %13 ila %98 ini baglama kapasitesine sahiptir. Boylece ilaglarin olusturdugu
miyotoksik vakalar goriiliir. Genellikle yiiksek plazma diizeyindeki konsantrasyonlarda kas
iizerinde toksik etkileri bilinmektedir. Bu ilaglar ve bunlarin toksik etkileri motor son plak ve
noromiiskiiler =~ kavsak  {izerine  etkileri ~mevcuttur. Bundan dolayr  bunlarn
siniflandirabiliriz(Evans 2002 ve ark., Pascuzzi ve ark. 1998). Bu ilaclarin toksik etkileri akut
miyopati buna ilaveten kronik miyopatiye dahi neden olabilir ve hastalarin yogun bakim

initelerinde tedavi gormelerine sebebiyet verebilir.

Pek cok ilacin néromiiskiiler iletim lizerinde etkili oldugu bildirilmistir. D-Penisilamin
ozellikle AntiAchR (Anti Asetilkolin reseptor) antikoru olusturur. Bu antikorlar polimiyozite,
sistemik lupus eritematozis (SLE), nefrite, sklerodermaya ve iatrojenik miyastenia gravise

neden olur.
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Buna ilaveten yiiksek dozlarda ve parenteral verildiginde noromiiskiiler iletide
asetilkolin salinimini ve kalsiyumun motor son plaga gecisini bloke eder. Magnezyumun da
noromiiskiiler iletiyi bloke edici 6zelligi vardir. Bununla birlikte, botilismus toksininin kas
sinir kavsaginda presinaptik bolgede asetilkolin salinimini bloke edici 6zelligi vardir. Diger
bir faktor olarak sitma ve romatoid hastaliklarin tedavisinde kullanilan chloroquine de pek
cok norolojik komplikasyonlara neden olabilmektedir. Bu komplikasyonlar periferik noropati,
miyopati ve noromiiskiiler kavsakta iletim blokuna sebebiyet vermektedir. Ilaveten
chloroquine kas membran eksitabilitesini  azaltmakta, otoimmiin  bozukluklar
indiiklemektedir. Mekanizmasin da perisinaptik seviyede minyatiir son plak potansiyelinin
bozulmasi iizerine katkis1 vardir. Aminoglikozid grubu antibiyotikler, quinine, quinidin ve
yiikksek doz steroid grubu ilaclarin néromiiskiiler iletimi bozma ve miyastenia gravise neden

olma 6zellikleri vardir (Pascuzzi ve ark. 1998).

2.2.1 ilac etkisine bagh miyopatilerin simflandirmasi
1-Alkol miyopatileri

2-Kortikosteroit miyopatileri

3-Zidovidin(AZT) miyopatileri

4- Lipit diisiiriicii ajanlarin olusturdugu miyopatiler

2.2.2 Lipit diisiiriicii ajanlarin olusturdugu miyopati

(HMG-CoA) rediiktaz inhibitorlerin kas iizerine olusturdugu toksik etkileri oldukga
nadir bir orandadir(%0,1) fakat cok ciddi miyotoksik yan etkileri vardir ve pek cok siddetli
semptomlarla seyreder. En sik goriilen yan etkisi miyaljidir (%25). Normal CK diizeyi ile
yaygin kas agrisi, hassasiyeti ve giicsiizliigiine neden olur.

Kas biyopsileriyle mitokondrial disfonksiyon, artmis lipit depolanmas1 ve ragged red
lifleri goriiliir(Baker ve ark. 2001, Thompson ve ark. 2003).

Tipik statin miyopatileri CK diizeyinin yiikselmesi kas agrisi, hassasiyet ve gii¢siizliik
ile karakterizedir. Bu semptomlar genellikle proksimal kaslarla sinirlidir.

Kas biyopsileri inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve immiinolojik hiicre aktivitesini
gosterir. Statinlerin olusturdugu miyopati normal CK diizeyi ile seyredebilir keza yiiksekte
olabilir. Bunun normal veya yiiksek diizeyde olmasi klinik olarak tek basina bir sey ifade
etmez (Phillips ve ark. 2002).

Benzer sekilde etanol ve steroid kullammmina bagli miyopatilerde oldugu gibi

rabdomiyoliz siklig1 %2-5 tir. Siddetli kas yikimi, miyoglobiniiri tedavi edilmedigi takdirde
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elektrolit bozukluguna, asidoza, akut bobrek yetersizligine, aritmiye, kalp yetersizligine ve
Olime neden olur. Histopatolojik bulgular kas hiicresinde degisiklikleri, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu olmaksizin parsiyel rejenerasyonu, nukleuslar1 ve ¢izgilenmenin kaybolmasim
da gosterebilmektedir (Thompson ve ark. 2003).

Pek c¢ok mekanizmanin statinlerin olusturdugu kas hasarlanmasinda katkis1 vardir.
(HMG-CoA) rediiktaz ulagimin inhibisyonu da bunlardan biridir. Protein sentezindeki
bozulmanin da steroid ve etonoliin olusturdugu miyopatinin gelismesinde énemli rolii vardir.
Tiim bunlar statinlerin olusturdugu miyotoksik etkiyi destekler niteliktedir. Bu etkiler:
farnesyl pyrophosphate, geranylgeranyl pyrophosphate iiretimini ve bunlarin metabolitlerini
bloke eder, ancak squalenin veya kolesterol sentez ulagini inhibe edemez.

Yukaridaki hipotezler neonatal farelerin ¢izgili kaslarinda protein sentez inhibisyonu
ve miyotiibiiler farklilagmanin oldugu calismalar desteklemektedir. Fakat bu olay farelere
farnesol ve geranylgeraniol verildiginde tersine doner. Squalene eklendiginde bu geriye doniis
olay1 s6z konusu degildir (Flint ve ark. 1997). Bu farnesol ve geranylgeranioliin diizenleyici
proteinlerin iizerindeki aktive edici etkileridir. Hiicrenin devamliligimi ve biiylimesini ve
apopitozu diizenler (Macaluso ve ark. 2002, Olson ve ark. 1995). Sonu¢ olarak, statinin
indiikledigi (HMG-CoA) rediiktaz inhibisyonu kas iskelet kasi hiicresinin apopitozunu
harekete gecirir ve miyopati gelismesine neden olur. Doza bagli olarak apopitozdaki
artig statin tedavisine baglidir. Bu durum damar diiz kaslarinda da gézlenmistir. Tiim bunlar
statinlerin pleiotropik etkileridir (Guijarro ve ark. 1998). Boylece ayn1 mekanizma damar diiz
kaslarinin proliferasyonu ve apopitotik hiicre dliimlerinin inhibisyonu s6z konusudur (Matzno
ve ark. 1997). Ko enzim Q 10 elektron tagima sisteminin esansiyel bir co faktoriidiir ayni
zamanda mitokondrilerde ve lipid membranlarinda 6nemli bir antioksidandir. Statinlerin
olusturdugu patojenik backraundlarinda da Onemlidir. Statinlerin indiikledigi apopitoz
olaylarinin Ko enzim Q 10 ile inhibe edildigi invitro ¢alismalarla gosterilmistir (Kagan ve ark.
1999). Keza statin miyopatilerinin klinik semptomlart Ko enzim Q10 takviyesiyle tedavi
edilir(Chariot ve ark. 1993). Bazi1 laboratuar arastirmalan statin tedavisiyle serum Ko enzim Q
10 konsantrasyonunun diistiigiinii gostermistir (Baker ve ark. 2001). Diger arastirmalar da
paradoksik olarak Ko enzim Q10 un statin tedavi sonrasi artisin1 gostermistir (Tikkanen ve
ark. 1996). Boylece uzun siireli statin tedavisi ile sekonder Ko enzim Q10 eksikligi arasindaki
gercek iligki ileriki arastirmalarda ortaya ¢ikacaktir.

Statin tedavisi iskelet kasi hiicre mebranininstabilitesinibozarve
hiicre cogalmasinin azalmasina neden olur (Morita ve ark. 1997). Etanol kolesterol derivesi

olan hidroperoksit formasyonu ile oksidatif stresi indiikleme egilimi gosterir. Bu durum
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kolesterol seviyesinin azalmasi ile ilgilidir. Statinlerin olusturdugu miyozit kolestroliindeki
azalma total miktarin % 60’1n1 kapsamaktadir. Keza etanole benzer sekilde statinler iskelet
kast membran fizyolojisini, Na/K ATP az, Na/Ca buna ilaveten Na/Ca ATP az pompa
aktivitesini bozma egilimi gosterdigi bildirilmistir. Bu da Miyotoksisitenin gelisimi sonucunu
dogurabilir (Nakahara ve ark. 1994). Lovastatin membran kolesterol mekanizmasiyla
dogrudan ilgili degildir. Iskelet ve kalp kasinda sarkolemmal Na/K ATP ase pompa
dansitesini azaltir. Sarkoplazmik Na konsantrasyonunu artirmaya neden olur. Bu da
muhtemelen Na/Ca antiport yoluyla Ca’un igeri girisini invoke eder. Boylece sarkoplazmik
Ca konsantrasyonu artar (Gray ve ark. 2000).Benzer sekilde simvastatinde Na/H antiport’unu
inhibe eder (Klip ve ark. 1990). Baska bir olasi mekanizma, yiikselmis sarkoplazmik Ca**
konsantrasyonu ve miyofibrillerin nekrozu ve apopitozu, sarkoplazmik retikulumun Ca*u
serbestlemesinde veya sarkoplazmik retikulumun Ca* ATPaz aktivitesinin azalmasinda
olusabilir. Buna ragmen SERCA aktivitesi ile statinlerin olusturdugu miyopati arasindaki
kesin korelasyon kesfedilememistir. Tamtersi olarak sitosolik Ca™®un belirgin bir sekilde
artis1, simvastatinin etkisiyle rat iskelet kasinin doza bagh olarak dinlenme potansiyelinin
degismesinden kaynaklandig: bildirilmistir (Baker ve ark. 2001). Ilaveten, simvastatinin
klorid kondiiktansim1 diisiirmesi, membran elektriksel potansiyelinin stabilizasyonun
bozulmasina ve miyotonik depolirazyon sonrasimin artisina, sitoplazmik Ca* iyonlarinin
konsantrasyonundaki artisa neden oldugu diisiiniilmektedir. Biitiin yukarida anlatilan
mekanizmalarin statinlerin kullammina bagli olarak gelistiginin altim ¢izmek gerekir.
Mevalonik asit ve kolestrol takviyeside bu etkileri degistiremez. Buna ragmen ilerideki
caligsmalar hiicre kondiiktansi ve statin kaynakli miyopatiler arasindaki iligkiyi belirlemek icin
gereklidir.

Statinlerin miyotoksik etkileri, kombine ila¢ kullanimina bagli olarak belirgin bir
sekilde artabilir. Bir¢ok ila¢ etkilesimi sitokrom P—450 sistemini inhibe eder. Miyopati
riskinin diger ilaglarin kullanimiyla sitokrom P—450 sisteminin CYP3A4’iinii etkileyerek
artirdi@1 bildirilmistir. Biitiin bunlar yiiksek konsantrasyonlardaki statinlerin (lovastatin,
atorvastatin ve simvastatin) via izoenzimine metabolize olmalar1 sonucudur (Hodel ve ark.
2002). ilaveten CYP3A4 mekanizmasinin inhibisyonu belkide statinlerin ve diger ilaclarin
birlikte kullanilmasi sonucu olusan yan etkilerin sonucu olabilir. Kas hiicresine gegis statinin

formasyonuna baghdir.

Lipofilik statinler pasif diflizyonla gecerken, hidrofilik statinler(pravastatin) ise multi

drug protein 2 (MRP 2) gibi hareket eder. Bunun ig¢in, yiikselmis hidrofilik statin serum

14



diizeylerinde yiikselmis miyopati riski, MRP 2 ile tedavinin yapilmis olabilecegini
diistindiirtir.

Yukaridaki mekanizma kas hasari, CYP3A4 inhibitor siklosporin ve hidrofilik bir ajan
olan P450 sistem araciligiyla metabolize edilmeyen pravastatin arasindaki reaksiyona bagl
olarak gelisir (Bramow ve ark. 2001). Son giinlerde itraconazole, diltiazem ve mibefradil gibi
diger glikoprotein P inhibitorleri statin ile ilgili miyotoksisiteyi tetikledigi bildirilmistir
(Bogman ve ark. 2001).

Patojenik 6zelligi olan statin ve diger miyopati olusturan ilaglarin glucuronidasyon
yolunun inhibisyona katildigi diisiiniilmektedir. Glukurinidasyon olusumu ve statin
biyotransformasyonun metabolik ulagi aynidir. Buna ilaveten P450 aracili oksidasyonun veya
betaoksidasyon prosediirii diger ulaklar1 kapsamaktadir (Prueksaritanont ve ark. 2002). Statin
lokalizasyonunun iletiminde 6nemli bir yere sahiptir. Statin asitlerinin stabil olmayan acyl
glukoronid aracilarina metabolize edildigi diisiiniilmektedir. Bunun hemen arkasindan hizli
bir sekilde ve spontane olarak inaktif laktonlara doniistiiriiliir (Prueksaritanont ve ark. 2001).
Bu yukaridaki prosediir gen fibrosil ve statin arasindaki reaksiyonu degerlendirmeye almasi
bir sey ifade etmez. Gen fibrosilin kas hastaliklarin1 artirdig1 diisiiniilmektedir. Bu da statin
asitlerinin glukorinidasyon ulaginin hatta yiikselmis aktif statin asitlerinin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Shek ve ark. 2001). Bagka bir gen fibrosil tasiyici ulagi tiim statin
konsantrasyonlariin artisina neden olmaktadir ve iskelet kasinin zarar gorme riskine neden
olur, CYP2C8 aktivitesinin inhibisyonunu igerir (Wang ve ark. 2002). Bu izoenzim
cerivastatinin metabolizmasina katilir ve gen fibrosilin indiikledigi cerivastatinin
konsantrasyonunun simvastatin konsantrasyonundan fazla olmasinin en belirgin agiklayici
ozelligidir. Diger fibratlar fenofibrat ta oldugu gibi glukorinidasyon prosediiriinde son derece
zayi1f bir etkiye sahiptir ve CYP3A4 izoenziminin inhibe etmekte zayif bir potansiyele sahiptir
(Prueksaritanont ve ark. 1997). Boylece statin ve diger fibratlar arasindaki etkilesiminin
farmakodinamik oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle fibratlarin iskelet kasi miyopatisini
indiikledigi bildirilmistir. Fibratlardan kaynaklanan iskelet kasi deformasyonlar piruvat
dehidrogenaz 4(PDK4) enziminin aktivasyonunu kapsamaktadir. Bundan dolay1 bezafibrat,
klofibrat ve siprofibrat piruvat dehidrogenaz kompleksini (PDC) inaktive eder. Bu kompleks
geri dontisiimsiiz sekilde piruvat dekarboksilasyonunu asetil ko enzim A ya doniistiiriir. Bu
glikozun oksidasyonunu sinrlandirir ve ii¢ karbon molekiiliinii ve yag asidi oksidasyonunu
artinir. Boylece karacigerde isaretlenmis olan PDK 4 aktivasyonu iskelet kasinda oldugu gibi
yag asidi kullanimin1 artirir. Fibrata bagh trigliserit in diismesi ve yag asitleri aminoasitlerden

olusmus proteinlerin yiiksek diizeylerde proteinlerin enerji kaynagi olarak kullanimi ve
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yiikselmig protein degredasyonu sonucudur. Bahsettigimiz bu prosediir hemen arkasindan

gelisen miyopati ve rabdomiyolizden sorumludur (Warren ve ark. 2002).

2.2.3 Kolesterol biyosentezi ve izoprenoidler:

Acetate —— Acetyl-CoA —» Acetoacetyl-CoA ——» HMG-CoA

Statins

Mevalonate-5-PP o Mevalonate-3-P o Afevalonate

g Prenylated
CoQl0 4 Geranylgeranyl-PP g | proteins

v
Isopentyl PP » Geranyl- PPy Famesyl-PP ____ p Squalene

L » Dolichols 4—‘

*3 )
Cholestadien-3P-clag——— T anostero]l 4+—— Squalene-2_3-epoxide

*9 Lathosterol — . 7-Dehydrocholesterol

v
Desmosterol p» Chaolesteral o |

Sekil-1: Kolesterol sentezi ve statinlerin etki mekanizmasi.

Insan HMG-CoA rediiktaz enzimi statinler tarafindan 14 basamakta ve 9 ila 10 arasi

enzimatik reaksiyonun uzaklagmasi sonucunda kolesterol sentezi inhibe olur.
Bundan dolayr mevolonic asit HMG-CoA aninda olusan iiriiniidiir. Mevelonic asit vital
isoprenoidin artigina yol acan ve bunu kolesterole yonlendiren lider bir prekiirsordiir. Buna
ragmen bu onemli biyosentetik ulagin inhibisyonu pleotropik metabolik sonuca neden olur
(Bellosta ve ark. 1998, Rosenson ve ark. 1998).

Prenilasyon post transkripsiyonel proteinlerin lipid modifikasyonunun ve diger
molekiillerin hayati bir elemamidir ve bunlarin fonksiyonunu etkiler. Bazi bilinen
isoprenoidler;

1. Isopentiladenosin, transfer RNA sentezinde gorev alir.
2. Dolikol, glikoprotein sentezinde gorev alir.
3. Heme A,elektron transport zincirinin poliisoprenoit komponentidir.

4.Ubiquinone (Ko enzim Q), elektron transport zincirinin ko faktoriidiir. Elektronlar
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kompleks 1 den kompleks 2 ye kabul eder (Do ve ark. 1996, Ernster ve ark.1995).
Insanlarda Ko enzim Q nun predominant formu Koenzim Q10 dur. 10 isoprenit iinitesini
kuyrugunda bulundurur. Oysaki kemirgenlerdeki predominant formu Q9 dur. 9 isoprenoit
iinitesini kuyrugunda bulundurur. Ya farnesyl (15Karbon) veya geranylgeraniol (20 Karbon)
isoprenoidleri regiilatuar proteinlerin biitiin membranlarina bagli sistein residiivlerini ve
protein etkilesimini kapsamakta yetersizdir (Zhang ve ark. 1996). %1 den fazla memelilerin
hiicresel proteinleri isoprenoidden olustugu tahmin edilmektedir (Brown ve ark.1991).
Isoprenoidli proteinler diiz kas hiicrelerinin gogiinde proliferasyonunda ve iskelet kast
hiicrelerinin olgunlagmasi ve farklilagsmasini kapsadigi bilinmektedir (Flint ve ark.1997, Vliet
ve ark. 1996).Bu sonuglar hiicre kiiltiiriine statin uygulanmasiyla hiicre gelisimi bozulmasi
sonucu dogmustur, buna ragmen mevalonat veya alt metabolitlerinin (farnesol,
geranylgeraniol) uygulanmasiyla statinlerin  olusturdugu hiicresel defektler geri
doniistiiriilebilir (Matzno ve ark. 1997, Raiteri ve ark. 1997). Prenylated proteinlerin
taninmasi sinyal transdiiksiyonuna ve hiicre devir progresyonuna katilir ve mevalonat yolu

tizerindeki bagimliligr destekler.

2.3 Statinlere bagh kas fizyolojisi degisiklikleri

2.3.1 Statinlere kars1 gelisen miyotoksik reaksiyonlar:

Statin tedavisi ve miyalji, miyopati ve rabdomiyoliz ile seyreden kas fonksiyon
bozukluklarmin arasindaki iliskiyi agiklayan pek c¢ok hipotez bulunmaktadir. Bulgular
biribirinden farkli bir 6zellik arz etmesine ragmen hala patofizyolojisi spekiilatif kalmaktadir
(Emmerich ve ark. 1990, Reaven ve ark. 1988).

Miyaljiler klinik olarak kas gii¢csiizliigii, hassasiyeti veya agrisiyla ya proksimal ya da
bolgesel patern kombinasyonu ile taninmaktadir. Klinik olarak hastalar kaslardaki kramp
hissinden bahseder. Serum CK diizeyi normal olabilecegi gibi ii¢ misli artmis olabilir. Buna
ilaveten miyaljik yakinmalar statin ilgili miyopatili hastalardaki CK diizeyi normal referans
degerlerinin 10 katina (>2200 U/L erkekler icin >1500 kadinlar i¢in) ¢ikabilir. Statinlerin
neden oldugu miyopatilerin (Waclawik ve ark. 1993) Isik ve elektron mikroskobik bulgular
tablo 2’de gosterilmistir. Nekroze olmus miyofibriller yapilardaki etkilesim deneysel rodent
calismalarinda belirlenmistir. Oysaki yiliksek dozda kullanilan statinler miyotoksitenin aciga
ctkmasina neden olur. Insanlarda ise tedavi edici dozda miyotoksiteye neden olabilir

(Chucrallah ve ark. 1992, Spach ve ark. 1991).
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Mikroskop Degisim
Lif uzunlugunda artan degiskenlik

Miyofibrillerde kopma

I¢ kisimda artnus cekirdek

Isik mikroskobik Pe'rimi'syl'lmda fibrozis .
Miyofibriller aras1 membran iletisiminin bozumasi

Makrofaj invazyonlu miyofibriler nekroz
Hiper kontraktil fibriller

bulgular

Oksidatif fibrillerin slow-twitch tutumlu

Erken fast-switch’i
Glikolitik fibriller

2 tip mitokondrial degisim goriiliir;

1.Silinmis veya parcalanmis i¢ krista (IMM)

Elektron 2 Kristanin graniiler yapida gortilmesi (OMM)

mikroskobik
bulgular Dejenere mitokondrial membranda miyeloid figiirler.

Sarkoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme

Vakuoler yapilarda artig

Miyofibriller arasinda ve sarkolemma altinda mitokondrial
artig
Z bandinda bozulma

Tablo-2: 30 giin siireyle 1mg/kg statin kullanimi sonucu memeli iskelet kasinda

olusan histomorfolojik degisiklikler.

Rabdomiyoliz iskelet kasinin akut dejenerasyonu sonucu gelisir. Bobrek tiibiilleri
iizerinde miyoglobiiliniiri ve miyoglobiilinemi tosik etkisini gostererek Oldiiriicii olabilir.
Nefrotoksisitt FENTON ve Haber — WEISS reaksiyonlar1 yoluyla zararli oksijen tiirevlerinin
olusmasinda bir katalizor gorevi goriir. Ilging bir sekilde reaktif oksijen tiirevleri kontrast
ajanlarin indiikledigi bobrek disfonksiyonunun patofizyolojisine katilir (Bakris ve ark. 1990,
Yoshioka ve ark. 1992), N-asetil sisteinin suplement olarak verilmesi (600mgX 2) bobregi
koruyucu ozellige sahiptir (Mosieniak ve ark. 1997). Antioksidanlarin rabdomiyoliz
baslangicinda akut olarak alinmasiyla bobregin ne kadar az zarar gorecegi konusu daha fazla

arastirmayi1 gerektirmektedir.
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Yiiksek serum CK diizeyi degerli bir gostergedir fakat miyopatiyi rabdomiyolizden
ayirmaz. Rabdomiyolizin ortaya ¢ikan en onemli komplikasyonlar1 akut tiibiiler nekroz,
hipokalsemi, hiperkalemi, metabolik asidoz, hiperiirisemi, kardiyomiyopati, dissemine

intravaskiiler koagiilasyon (DIC) ve solunum yetersizligidir.

2.3.2 Ubiquinone ve statin miyopatisinin gelisimi

Statin miyopatisinin gelisiminde ubiquinonun rolii oldukca popiiler hale geldi (De
Pinieux ve ark. 1996, Willis ve ark. 1990).Bu potansiyel etiyoloji Ko enzimQ10 un elektron
transport zincirinin esansiyel bir kofaktor oldugu biyolojik bir gercektir. Koenzim Q10 redoks
aktif quinoidinden olusan lipofilik bir maddedir. Ilaveten hidrofilik kuyrugu fizyokimyasal
olarak mitokondrianin i¢ membranin1 gecemeyen maddelerin gegisini saglar. Ko enzim Q10
elektron transport zincirinin (ETC) birinci ve ikinci komplekslerinde bulunur. iki ardisira
gelen bir elektron rediiksiyonunun flavoproteinler sayesinde altinda gider. Birincisi semi
ubiqunon radikaline ve sonrada Ubiquonale doniisiir. Ubiqunol sitokrom b leri ve kompleks
ictinciisiinii azaltir ve yararl elektron tasiyici sistemin nikotin amidin adenosin di niikleoitide
indirgenmesini saglar ve flavin adenosin di niikleotidi indirgeyerek aerobik olarak ATP
substratlarina baglar. Bu da universal hiicresel enerji akimidir.

Koenzim Q 10 mitokondrion ve lipit membranlarinda onemli bir antioksidan olarak
hizmet eder (Forsmark-Andree ve ark. 1997, Noack ve ark. 1994). Kiiltiire edilmis
miyoblastlarda statinlerle indiiklenmis apopitoz Koenzim Q 10 eklenerek inhibe edilir (Kagan
ve ark. 1999). Ilaveten Ko enzim Q 10 insan lenfositlerindeki oksidatif DNA hasarim diisiiriir.
Koenzim Q10’ un statin miyopatilerinde kullanimi biyokimyasal ve klinik yararindan dolay1
hastalarin tedavisinde destekleyici olarak kullanilabilir(Artuch ve ark. 1999, Sobreira ve ark.
1997). Ko enzim Q 10 eksikligi kardiyomiyopatiye ve mitokondrial hastaliklara neden olur
(Abe ve ark. 1991). Koenzim Q 10 takviyesi ubiquinon eksikligi olan hastalara vermektense
statin tedavisi sonucu sekonder olarak eksikligi bulunan hastalara verilmesi daha uygundur.

HMG-Co A rediiktazin deneysel olarak selektif inhibisyon gelisiminden kisa bir siire
sonra cesitli hiicre tiplerinde ubiquinon sentezinin bozuldugu gosterilmistir (Mortensen ve
ark. 1997, Nambudiri ve ark. 1980). Klinik bilgiler ko enzim Q10 eksikliginin statin
miyopatisi sonrasinda desteklemek amaciyla verilmektedir (Chariot ve ark. 1993, Walravens
ve ark. 1989). ilk vaka, fiziksel olarak aktif 48 yasinda bir doktora 20 mg lovastatin
kullanimindan sonra serum CK diizeyinin 1400 U/L yiikseldigi ve proksimal miyalji ve

giigsiizliigii gosteren bir hastadir. Ilacin kesilmesine ragmen semptomlar1 6 ay kadar devam
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etmistir. Bunun {izerine giinde 30 mg ko enzim Q 10 almaya baslamistir. Birka¢ giinde

semptomlar1 azalmis giicliik cekmeksizin kas aktivitesi artmigtir (Walravens ve ark. 1989).

Ikinci vaka 63 yasinda bir kadin hasta 20 mg simvastatini 8 ay kullandiktan sonra
hastaneye yatirllmis semptomlar1 ve laboratuar bulgulart MELAS (Mitokondrial
ensefalomiyopati, laktik asidozis ve stroke benzeyen epizodlar) seyreden bir tabloya
benzemekteydi. Klinik bulgularinda bilateral diffiiz kas gii¢siizliigii, bilateral pitoz, eksternal
oftalmopleji, kognitif disfonksiyon ve hafif afazi vardi.

Laboratuar bulgularinda CK>20 000 U/L hiperlaktikasidemia (5,1 m mol/L: Normal 2,2
mmol/L) rabdomiyolizi gosteriyordu. Kas biyopsisinde plemorfik mitokondrili ragged red
lifleri ve kas ko enzim Q 10 konsantrasyonu azalmist1 (13,1 mg/g; normali 15,5-21,7 mg/g).
Ug aylik oral koenzim Q 10 alinmasindan sonra (250 mg giinliik) giicsiizliik, oftalmopleji, kas
koenzim Q 10 seviyesi normale dondii ve ragged red lifleri elimine oldu. Enteresan bir sekilde
etofibrate ve clofibrate tedavisi mitokondrial miyopati olusumunu provoke ettigi, anti
epileptik bir ajan olan, mitokondrial yag asidi oksidasyonunu inhibe eden valproat’in, bir
kadinda MELAS sendromunu tetikledigi ve bunuda A3243G gecis yolunu etkileyerek yaptigi
bildirilmistir. Buna ragmen 63 yasindaki bu hastada A’dan G’ye 3243 niikleotid tutulumu
tespit edilmedi. Bu da diger mutasyonlarin (> 50) kadin hastada bundan farkli bir niikleotid
tutulumunun oldugunu gostermektedir. Biitlin bu bulgular mitokondrial metabolizmanin
farmakolojik inhibitorlerinin, latent mitokondrial disfonksiyonun maskeleyici olmayan bu
ihtimallerini belkide yiikseltmektedir.

Koenzim Q10, mitokondrial miyopatili bazi hastalarda laktat ve piruvat oranimi
diizeltmekte ve MELAS 11 hastalarda oksijen tiiketimini artirmaktadir (Abe ve ark.1999, Chan
ve ark. 1998). Bununla iliskili, normal kolesterollii ve hiper kolesterollii hastalar1 statin
kullanan hastalarla kiyasladiginda statin kullanan hastalarin laktat/piruvat oranlarinin arttigini
tespit etmistir. Statin tedavilerinde, kan laktat diizeyleri artmadan, ko enzim Q10 takviyesi
yapilmamalidir.  Yiiksek laktat diizeyilerindeki ubiqunon biyosentezinin ve ETC
fonksiyonlarindaki degisiklikler sekonder olarak statinlerin etkisiyle olustugu tahmin
edilmektedir. Belirgin bir sekilde serum ubiqunon seviyesi hiperkolesterolemik kontrol
grubuna gore statin grubunda daha diisiiktiir, fakat normal olan L/P oranlarina sahip kontrol
grubunda degisiklik goriilmemistir. Bununla beraber ubiquononun etiyolojik 6nemi tam
anlasilmamustir.

Cok sayida a rastirma da statinlerin serum ubiqunon konsantrasyonlarini azalttigi
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Dogrulanmistir (Ghirlanda ve ark. 1993, Thibault ve ark. 1996, Laaksonen ve ark. 1996,
Ponchaut ve ark. 1995). Gerek insanlar ve gerekse hayvanlar da dolasgimdaki lipoproteinler
ubiqunon i¢in birincil protein tasiyicisi gibi goérilnmektedir (Elmberger ve ark. 1989, Johansen
ve ark. 1991, Laaksonen ve ark. 1994). Laaksonen ve arkadaslar1 (Laaksonen ve ark. 1995) 4
hafta boyunca statin tedavisi boyunca serum LDL kolesterol diizeylerinin ve LDL Ubiqunon
serum diizeylerinin biribirine parelel sekilde azaldiklarini tesbit etmistir. Bunun tam tersi
olarak bagka bir calismada 4 haftalik statin tedavisinde serum ubiqunon ve LDL oranlarinin
degismedigi, 12 haftalik tedavide ise serum LDL diizeyinde belirgin bir sekilde azalma(-25%)
buna karsilik serum ko enzim(-52%) Q10 seviyesin de diisme tesbit etmistir.Bunlara karsin
uzun siireli statin tedavisinin sekonder ubiquinon eksikligine neden oldugu tam olarak agik
degildir. Bunun hemen arkasindan bagka bir ¢alismada serum ubiqunon ve LDL oranlarinin 6
haftalik simvastatin tedavisi sonrasi degisiklik olmadigim gostermistir (Laaksonen ve ark.
1996). Diger bir ¢alismada serum ubiqunon ve LDL oranlarinin statin tedavisi sonrasinda

yiikseldigi bildirilmistir (Mosieniak ve ark. 1997).

2.3.3 Statinlerin membran fonksiyonlar: ve kalsiyum regiildsyonu iizerine etkileri
Statinlerin sadece kolesterol seviyelerindeki degisiklikleri etkilemedigi, ayn1 zamanda

iskelet kas1 membran fizyolojisinide etkiledigi bildirilmistir (Caliskan ve ark. 2000). Bunuda

membran akigkanligini1 degistirerek yapar. Ayrica:

1-  Membranin elektriksel elemanlarimi degistirerek (Lancet 1994, Pierno 1992, Pierno 1995)

2-  Sodyum potasyum pompasi yogunlugunu degistirerek (Gray ve ark. 2000)

3- Eksitasyon ve kontraksiyonu birlestirerek (Pierno ve ark. 1999)

4- Hiicre yiizey reseptor sinyal transdiiksiyon kaskadini degistirerek yapar (Mutoh 1999)

Transverse
tubule

Y —

| Chol/PL ratio

Sarcomere

Sekil -2 Statinlerin olusturdugu miyotoksisiteyi, multifaktéryel etiyopatogenezini

Ozetlemektedir.
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Kolesteroliin membran klorad iletimindeki rolii ilk kez klofibrat ile tedavi edilen bir
hastada kas kramplar, gii¢siizliik, sertlik ve miyopatik degisiklikler ile kendini gosteren akut
muskiiler sendrom ile tammmlanmistir (Katsilambros ve ark. 1972, Sekowski ve ark. 1972).
Klofibrat farelerde elektrofizyolojik miyotoni olusturmustur. Bu da tamamen ilacin
olusturdugu membran kloraid iletimindeki azalmaya bir 6rnek olarak gosterilmistir. Pierno ve
arkadaglarinin deneysel calismalarinda provastatinin elektromiyografik aktivite iizerine
etkisinin olmadig1 veya membran kloraid iletiminede bir etkisi olmadig1 oysaki simvastatinin
doza bagli mebran kloraid iizerinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda
simvastatin ile tedavi edilen farelerde aksiyon potansiyel amplitiidlerinde azalma rapor
edilmistir. Bu da sodyum kanal fonksiyonunda bir azalmay1 géstermektedir ve glybenclamide
potasyum kanal iletimini artirdigim1 gostermis buda potasyum kanal sensitif ATP yoluyla
akimi azalttigim1 dogrulamaktadir. Bu ikinci bulgu kas ubiqunon ve ATP sini azalttigina atifta
bulunabilecek bir hipotezdir. Bu da kanal a¢ilmasina baghdir. Ancak, yukarida tartisildigr gibi
sonuca baglanamaz.

Sarkolemmal sodyum potasyum ATP az aktivitesi kismen kolesterol dongiisii
tarafindan belirlenir (Cornelius ve ark. 1991, Yeagle ve ark. 1991). Membran kolesterol
pompa fonksiyonu bozulur. Oysaki yiikselmis kolesterol seviyelerinde pompa fonksiyonu
artmistir. Lovastatin, bu mekanizma yoluyla membran kolesterol degisiklikleri ile ilgili
degildir. Sarkolemmal sodyum potasyum ATP az yogunlugu, iskelet ve kalp kasi pompa
akimin azaltir. Bu da sarkoplazmik sodyum konsatrasyonundaki koordineli artig ile birlikte
gitmektedir. Parenteral mevolonate eklenmesiyle bu etkiler tersine doner. Buna ragmen artmis
intraselliiler sodyum hiicreye kalsiyum girigini saglar sodyum ve kalsiyum antiportu yoluyla
intraselliiler sodyumun artmasi kalsiyumun hiicre girisine neden olur. Bu da miyofibrillerin
nekrozuna ve apopitozuna neden olur.

Eksitasyon ve kontraksiyon eslesmesi sarkolemmal aksiyon potansiyelinin tarnsvers
tiibiillerde cogalmasini azaltir ve kalsiyum sinyal iletiminin L tipi kalsiyum kanal
dihidropridin reseptorlerinin arasindaki etkilesimi ve sarkoplazmik retikulum riyanodin
reseptorlerinin triattaki etkilerini tersine ¢evirir (Shepherd J ve ark. 1995).

Inositolden ikincil haberci sinyali olan 1, 4, S-trifosfat (IP3) sarkoplazmik retikulum
kalsiyumunun iskelet kasinda serbestlenmesiyle etkilenir (Chu ve ark. 1991 , Tarnopolsky
1996). Simvastatin belirleyici bir sekilde mekanik esigi sican iskelet kasinda doza bagh tarzda
artinr (Chello ve ark. 1994). Kontraksiyon icin voltaj esigi fizyolojik veya farmakolojik
herhangi bir islem araciligiyla hiicre kalsiyum konsantrasyonu artarak daha fazla negatif (

istirahat potansiyeline yaklasir) olur. Ister SR kalsiyum salinimu artsin isterse SR kalsiyum
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ATP ase aktivitesi azalsin hiicre ic¢i kalsiyumun artisindan sorumludur. Rat L6
miyoblastlarinda yiiksek simvastatin konsantrasyonunun hiicre i¢i kalsiyum gecici artisina
neden oldugu, bununda sonugta membranolysiz olusturdugu bildirilmistir. Buna benzer
bulgular fare iskelet kas1 kiiltiiriindeki perifer hiicreler, simvastatin ile superfiize edilmistir
(Veerkamp ve ark. 1996). Simvastatin kardiyomiyozitte benzeri bir sekilde hiicre i¢i kalsiyum
artistna neden olur. Giiniimiizde, fosfolipaz C nin bir alt birimi olan gama 1’in trozinin
fosforilasyonu ile L6 miyoblast hiicrelerinin 6liim sinyalizasyonunda kritik bir 6neme sahip
oldugu bildirilmektedir. PLC-gama 1 in fosforilizasyonu katalitik aktiviteyi stimiile eder, IP3’
te koordine edilmis artisa neden olur ve intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu artisina neden
olur. Ilgin¢ bir sekilde, diisik SERCA aktivitesiyle yaslanma birbirine paralellik gosterir
(Margreth ve ark. 1999, Yamaguchi ve ark. 1999). Yaslanma mitokondrial DNA
mutasyonuyla akiimiile olarak eslesir, buda ETC fonksiyonunun bozulmasina neden olur ve
reaktif oksijen, nitrojen tiirevlerinin olugmasina neden olur (Beal ve ark. 1995). SERCA 2
izoformu oksidatif hasara benzeri bir sekilde rezistans gosterir, oysaki fast-switch izoformu
SERCA 1, oksidatif modikasyonun hedefteki sistein rezidiilerine kismen kirilgandir. Eger
statinler, iskelet kasinda oksidatif yiikii arttirirsa, SERCA 1 proteini egilimli olabilir, boylece
Ca*? hemostazinin bozulmasina neden olur. Oksidatif faktorler eger, statinin araciligiyla erken

iletilirse mitokondrial segicilik ve tip 2 liflerde nekroz artar.

2.4 Atorvastatinin kimyasal yapisi, metabolik ulaklari ve metabolitleri

lactone

ortho-hydroxy atorvastatin para-hydroxy atorvastatin

lactone lactone

Sekil-3: Atorvastatinin metabolik yapisi, ulaklar1 ve metabolitleri.
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Biitiin diinyada atorvastatin siklikla kullanilan statindir (Graham ve ark. 2004, Kearney
ve ark. 1993). Aktif lipit diisiiriicii asit formunda kabul edilir ve invivo olarak lakton formuna
doniistiiriiliir (Sekil 3). Gerek dihidroksi hepatonik asit zincirinin beta oksidasyonu ve gerekse
atorvastatinin iiridin difosfat (UDP)-glikoronosil transferaz 1 A1(UGT1A1l) ve UGT1A3
glikoronidasyonu atorvastatin’in asit formundan lakton formuna doniistiiriilmesinde etkili
oldugu diistiniilmektedir. Esterazlarin laktonun hidrolizi i¢in agik asit formuna doniistiirdiigi
goriilir (Prueksaritanont ve ark. 2001, Billecke ve ark. 2000). 2 hidroksile edilmis
metabolitler sitokrom P450 3A(CYP3A) yoluyla metabolizmasina yonlendirilir, O-hidroksi
atorvastatin ve P-hidroksi atorvastatin her iki aktif asit olarak goriiliir ve buna benzer invivo
olarak lakton formunda goriiliir (Kantola ve ark. 1998, Pfizer Ireland Pharmaceuticals; 2005).
Bu ilacin esas olarak lakton formudur. CYP 3A metabolizmasinda bulunur. Ciinkii CYP 3A
ya belirgin bir afinitesi vardir, bunun nedenide asit formunda olmasindan kaynaklanir
(Jacobsen ve ark. 2000). Atorvastatin P-Glikoproteinin akis1 icin bir substrat olarak
gosterilmistir. Ayni zamanda organik anyon transport polipeptidi OATPIBI igin,
OATPIB1’in atorvastatinin hepatik aliniminda iliskisi oldugu gosterilmistir (Chen ve ark.
2005, Wu ve ark. 2000). P-glikoproteini atorvastatinin safrayla birlikte atitlimin saglar ve

barsaklardan absorbsiyonunu da sinirlandirir (Hsiang ve ark. 1999).

2.5 Kas biyopsisi nasil yapilmahidir

Kas biyopsisi agik veya deri alt1 yapilan bir prosediirdiir (Kruize ve ark. 2005). A¢ik
kas biyopsisi fazla doku alinabilmesinden dolay1 daha avantajhdir, kasin gelismis bolgesinden
biyopsi materyalinin alinmas1 fazla kas dokusunun alinmasi yoniinden 6nemlidir. Derialti
prosediirler, igne biyopsisi ve konkoton biyopsisi gibi rahat uygulanabilme olanagina sahiptir
ve hastaya fazla bir hasar ve rahatsizlik vermez.

Klinik olarak hafif etkilenmis kaslar mikroskobik olarak fazla bir degisiklik
gostermeyebilir. Bununla birlikte, fazla etkilenmis kaslar sadece son devreye ait degisiklikleri
gosterebilir.

Bu nedenlerden dolayr orta derecede etkilenmis kaslar her zaman en iyisidir. Bir¢ok
nedenlerden dolay1 en iyi kas biyopsisi kuadriseps femoris kasindan yapilir. Proksimal kas
olmasi, bir¢ok ortak bozukluktan etkilenmeleri, sonug verebilecek Sl¢iide biyopsi yapilabilme
sans1 verdiginden Operatorler ve patolojistler tarafindan tercih edilen bir kastir. Histolojik
goriintii noktasinda, kuadriseps asagi yukari esit oranlarda Tip -1, Tip-2A ve Tip-2B liflerini
ihtiva etmektedir. Kas hastaliklarimin bu boélgedeki meydana getirdigi degisiklikleri

kuadriseps kasinda tesbit etmek miimkiindiir. Tibialis anterior bazen biyopsinin yapildigi,
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%70 Tip-1 liflerden olusan baska bir kastir ve fibril profilinin degisikliklerini analiz etmek
daha zordur (Kruize ve ark. 2005). Kas biyopsisi tercthen EMG yapilmamis kastan
yapilmalidir.

2.6 Kas biyopsisi nasil degerlendirilir

Kas biyopsisi klinik bilgiler 15181 altinda ndropatolojist veya histopatolojist tarafindan
degerlendirilir. Biyopsiden maksimum kazan¢ hekim ve histopatolog arasindaki diyalogla
elde edilir. En ideali c¢ok baslikli mikroskopla yapilmasidir. Histokimyasal ve
immiinohistokimyasal boyamalar ©Onemli olmasina ragmen biyopsiden %50 kazang
Hemotoksilen —Eozin boyamasindan elde edilir. Bir boyamayla fibrillerin 6lciisii, nekrozu,
fagositozu, rejenerasyonu, vakuolleri, inkliizyonlari, sentral niikleolizasyonlari, fibrozisi
vaskiiler anomalileri ve inflamasyonu belirlenebilir (Kruize ve ark. 2005).

Her bir kimyasal boyama ayr1 bir oneme sahiptir. Fosforilazla boyama McArdle
hastaliginda yoktur. Oksidatif boyalar(NADH-tetrazolium rediiktaz ve siiksinik dehidrogenaz)
intermiyofibriller yapiy1 gosterir. Gomori Trichrom boyasi mitokondrial miyopatinin ragged
red liflerini gosterir. Miyozin ATP az boyas1 Tip—1,Tip-2A liflerini ve bunlarin oranlarim,
Olciilerini bircok hastalikta ortaya c¢ikarir. Normal olmayan yapidaki pattern liflerini

deinnervasyonu ve reinnervasyonu gosterir (Kruize ve ark. 2005).
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3- GEREC VE YONTEM

3.1 Calismada kullanilan deney hayvanlari:

Bu calisma, deney hayvanlarn etik kurulu onayi alindiktan sonra ¢alismaya baslandi. 6
haftalik 40 adet erigkin erkek Wistar albino tiirii sican kullanildi. Hayvanlar her bir gurupta 4
adet olacak sekilde bir kontrol ve dokuz deney grubuna(D1-D9) ayrildi. Deney siiresince
hayvanlar standart rat yemi ve musluk suyu ile 20 + 2 C de 12 saat aydinlik ve 12 saat

karanlik ortamda paslanmaz ¢elik kafeslerde beslendi.

3.2 Calisma gruplari:

Gruplar Doz Siire
Kontrol % 0,5 lik metil Seliiloz 5,10,15 giin
D1 0,1mg/kg Atorvastatin 5 giin
D2 0,1mg/kg Atorvastatin 10 giin
D3 0,1mg/kg Atorvastatin 15 giin
D4 0,5 mg/kg Atorvastatin 5 giin
D5 0,5 mg/kg Atorvastatin 10 giin
D6 0,5 mg/kg Atorvastatin 15 giin
D7 1 mg/kg Atorvastatin 5 giin
D8 1 mg/kg Atorvastatin 10 giin
D9 1 mg/kg Atorvastatin 15 giin

Tablo-3: Calisma gruplari, uygulanan atorvastatinin doz ve siiresi.

Atorvastatin %0,5 lik metilseliiloz i¢inde coziildii ve dozajlar herbir rat’in viicut
agirhginin kg basina 5 ml olacak sekilde ayarlanarak oral yoldan verildi. Atorvastatin
uygulamalar bittikten 24 saat sonra sicanlar hafif eter anestezisi ile uyutuldu, arka bacagin 6n
yiizli femur hizasinda tras edildi, asepsi ve antisepsisi yapildi. Daha sonra kuadriseps femoris

kaslar1 histopatolojik inceleme icin ¢ikarilarak %10 notral formalin solusyonu i¢ine birakildi.

3.3 Isik mikroskobunda incelenmek iizere doku hazirlanmasi:

%10 noétral formalin solusyonu i¢inde 12 saat tespit edilen kas dokusu, 1 gece cesme
suyunda bekletildi. Daha sonra%70, %80, %90, %96 ve %100 olmak iizere dereceli alkol
serilerinden gecirildi. U¢ kez 15 er dakikadan Xylol serisinden gecirilerek doku
seffaflastirildi.

Etiivde 58 °C ‘de eritilmis parafine birakilarak 2 kez etiivde 1 er saat siire ile bekletildi. Daha

sonra parafin bloklara gomiildii. Mikrotomda 4-6 mikrometre kalinlikta kesitler alinip
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Hematoksilen-Eozin, Azan, Weigert’in metakromatik demirli hematoksileni, Toluidin mavisi
ile boyanip 151k mikroskobik olarak degerlendirildi.
3.4 Elektron mikroskobunda incelenmek iizere doku hazirlanmasi:

Kas dokusu %2,5’luk fosfat tamponlu gluteraldehit icinde tespit edildi. 24 saat sonra
fosfat tamponlu soliisyonda yikandiktan sonra %1 lik Osmium Tetroksit icine alind1 ve
tampon solusyonu i¢inde yikandiktan sonra osmiumu uzaklastirmak icin %30, %50, %75
dereceli alkollerden 15 er dakikalik siireyle geg¢irildi. %70 lik alkolde 24 saat bekletildi. Kas
dokusuna uranil-asetat boyamasi uygulandi. Boyamadan hemen sonra yiikselen alkol
serilerinden gecirildi. Dokular araldit ve propilenoksit (1,1) karistminda bir gece siireyle
bekletildi.

Blok yapmak icin yeniden taze hazirlanmis araldit karistminda oda 1sisinda iki saat
stireyle bekletildikten sonra kas dokular1 bloklandi. Daha sonra ultramikrotom ile yar1 ince
kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyandi. Isik mikroskobunda bakilarak degerlendirme
yapild. Ince kesitler alinarak bakir gridlere alindi. Kursun asetat ve uranil sitrat ile kontrast

boyanip transmission elektron mikroskobunda (TEM) kas dokusu degerlendirildi.

27



4- BULGULAR

4.1 Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1 Kontrol grubu: Kontrol gruplarindan elde edilen kuadriseps femoris kas kesitlerinin

incelenmesinde normal histolojik yapilar izlendi.(Resim—1,2).

Resim—1: Kontrol grubu: Iskelet kasinin enine kesiti, kas demetlerinde perifasikiiler
yerlesimin ve intersisyel bag doku alaninin normal goriiniimii (H&E, Orijinal biiyiitme X 82).

Resim—2: Kontrol grubu: Iskelet kasinin enine kesiti, kas demetlerinin ve intersisyel bag doku
alaninin normal goriiniimii ( Toluidin mavisi, Orijinal bilylitme X 164).
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4.1.2 5 Giinliik Deney Gruplar::

D1: S5giin 0,1 mg/kg/giin Atorvastatin
D4: 5 giin 0,5 mg/kg/giin Atorvastatin
D7: S5giin 1 mg/kg/ giin Atorvastatin

D1 Grubu

5 giin boyunca 0,1 mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde, cizgili kas liflerinin diizenli bir yerlesim
gosterdigi ancak bazi kas liflerinde minimal diizeyde nekrotik alanlar gozlendi. Ayni kesitin
intersisyel bag dokusu incelendiginde hem bag doku hiicrelerinde hem de bag doku liflerinin
dagiliminda herhangi bir degisiklik gozlenmemekteydi (Resim 3). Weigert’in metakromatik
demirli hematoksileni ile boyanan kesitlerde, kas demetlerinin niikleuslar1 periferde normal
yerlesim gosterirken, kas liflerinde yer yer sitoplazmik vakuoller gozlendi. Ayrica baz1 kas
liflerinde sentrale yerlesik niikleuslar dikkat cekmekteydi (Resim 4). Toluidin Mavisi ile
boyadigimiz kesitlerde farkli olarak, bazi kas demetlerinde kontraktil goriiniim, kas liflerinde

hafif derecede nekroz, vakuollesme ile ¢cok az oranda hemorajik odaklar belirlendi (Resim 5).

Resim—3:D1 Grubu,5 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriseps
femoris kasinin 1s1k mikroskobik goriiniimiinde: Sentral ve oval niikleuslar, yer yer
nekrotik fibriler alan tespit edildi. SN: Sentral niikleus ve ON: oval niikleuslar, NF:
nekrotik fibriler alan (H&E boyama, Orijinal biiyiitme X 164).

29



Resim—4:D1 Grubu, 5 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasimin 151k mikroskobik goriiniimii; vakuoler yapilarin ve sentral niikleuslarin
oldugu tespit edildi. V: vakuol, SN: Sentral niikleus, (Weigert’in metakromatik demirli
hematoksileni, orijinal bityiitme X 164).
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Resim—5:D1 Grubu, 5 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; kasliflerinde kontraksiyon, vakuollesme,
nekrotik fibriller ve yer yer hemoraji gozlendi. K: Kontraktil goriiniim, NF: Nekrotik
fibril alanlar1, H: hemoraji, V: vakuol, (Toluidin mavisi, orijinal biiyiitme X 164).

D4 grubu

5 giin boyunca 0,5 mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde, kas liflerinin sentral bolgesindeki niikleuslarin
arttigl, kas liflerinde nekrotik fibriller alanlar izlendi (Resim 6). Azan boyasi ile boyanmig
kesitlerde, intersisyel bag dokusunun hiicresel ve lifsel yapisinin arttig1 ve bu alanda yer alan

damarlarda hemoraji ve konjesyon izlendi (Resim 7).

Resim—6: D4 Grubu, 5 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriseps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; yer yer nekrotik fibriller ve sentral
niikleus tespit edildi. NF: Nekrotik fibriller alan, SN: Sentral niikleus, (H&E,Orijinal
biiyiitme X 164).
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Resim—7:D4 Grubu, 5 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriseps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; perifasikiiler alanda bag doku artisi, konjesyon
ve hemoraji gozlendi. BDA: Bagdoku artisi, Ko: Konjesyon, H: Hemoraji, (Heidenhein’in
Azan Modifikasyonu, Orijinal biiyiitme X 164)

D7 Grubu

5 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde, kas liflerinin niikleus yapisinin ovallestigi,
intersisyel bag dokusunda artis ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlendi (Resim 8). Azan
Modifikasyon boyasi ile boyanmis kesitlerimizde bazi kas liflerinde nekroz ile birlikte
formasyon degisikligi, kas liflerinin ¢apinin arttig1 ve intersisyel bag dokusunun da buna eslik

ettigi izlendi (Resim 9).
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Resim—8:D7 Grubu, 5 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris
kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; oval niikleuslarin ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunun

oldugu tespit edildi. ON: Oval niikleus, MNFI: Mononukleer hiicre infiltrasyonu
(H&E,Orijinal biiyiitme X 164).
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Resim—9:D7 grubu, 5 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; Kas liflerinde ¢apca genisleme, formasyon
degisikligi ve perifasikiiler alanda bag doku artis1 gozlendi. FD: Formasyon degisikligi,
G: Kas liflerinde hipertrofi, BDA: Bag doku artis1 (Heidenhein’in Azan Modifikasyonu,
orijinal biiyiitme X 164).

4.1.3 10 Giinliik Deney Gruplar

D2: 10 Giin 0,1 mg/kg/giin Atorvastatin
D5: 10 Giin 0,5 mg/kg/giin Atorvastatin
D8: 10 giin 1 mg/kg/giin Atorvastatin

D2 Grubu

10 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde, kas liflerindeki kontraksiyona bagh olarak bazi
boliimlerde ayrilma, catallanma, nekrotik alanlar ve sentral niikleusta artis gozlendi (Resim
10). Toluidin mavisi ile boyadigimiz kesitlerde farkli olarak, kas liflerinde yer yer
vakuollesme ve niikleuslarda ovallesme ile kas liflerinin bazi alanlarinda nekrotik fibriller ve

kontraksiyona bagli olarak bazik boyanma farklilig: izlendi (Resim 11).
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Resim-10: D2 Grubu, 10 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; sentral niikleuslar gézlemlenirken, kas
liflerinde kontraksiyon ve nekrotik alanlar tespit edildi. SN: Sentral nukleus,
NF:Nekrotik fibril, K:Kontraktil alan (H&E ,Orijinal biiyiitme X 164)

35



Resim—11:D2 Grubu, 10 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; niikleuslarda ovallesme, kas liflerinde yer yer
nekrotik, kontraktil alanlar ve vakuollesme, ON: Oval niikleus NF: Nekrotik fibriler alan
K:Kontraktil alan, V:Vakuol (Toluidin mavisi, orijinal biiyiitme X 164).

D5 grubu

10 giin boyunca 0,5mg/kg/ Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin  histopatolojik incelenmesinde kas liflerindeki niikleuslarin formasyon
degisikligine bagh olarak ovallesme ve sentralde yer almalar1 dikkat cekiciydi. Ayrica kas
liflerinin kontraksiyonu sonucu yer yer nekrotik fibriller alan izlenmekteydi(Resim 12).
Weigert’in metakromatik demirli hematoksileni ile boyanan kesitte, sentral niikleuslarda artis,

cift niikleus ve intersisyel bag dokuda hafif derecede 6dem izlendi (Resim 13).
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Resim—12:D5 Grubu, 10 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; sentral ve oval niikleuslar gozlenirken, kas
liflerinde nekrotik ve kontraktil alanlar belirlendi. SN: sentral nukleus ON: oval nukleus,
NF: nekrotik fibriler alan, K:kontraktil alan (H&E Orijinal biiyiitme X 164)
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Resim—13:D5 Grubu, 10 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; sentral niikleus artis1 gdzlenirken, bazi kas
demetlerinde bitisik niikleuslar tespit edildi. SN: Sentral niikleus, BN: Bitigk niikleus,

ON: Oval niikleus (Weigert’in metakromatik demirli hematoksileni, orijinal biiyiitme X
164).

D8 Grubu

10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde kas liflerinin niikleuslarinda ovallesme ve nekrotik
fibriller alanlar izlendi. (Resim 14). Toluidin mavisi ile boyadigimiz kesitlerde farkli olarak,

kan damarlarinda dilatasyon, makrofajlar ve mast hiicrelerinin gézlenmesi dikkat cekiciydi

(Resim 15).

Resim—14:D8 Grubu, 10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; kasliflerinde hipertrofi, nekrotik ve
kontraktil alanlar gozlenirken, niikleuslarda ovallesme tespit edildi. G:Kas liflerinde
hipertrofi, NF: Nekrotik fibriller alan, ON: oval niikleus K:kontraktil alan (H&E,
orijinal biiyiitme X 164).
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Resim—15:D8Grubu, 10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; kas liflerinde sentral niikleuslar ve
kontraktil alanlar tespit edilirken, makrofaj ve mast hiicreleri gézlendi. Bununla birlikte
damarlarda vazodilatasyon tespit edildi. M: Makrofaj hiicresi, DD: Vazodilatasyon, MH:
Mast hiicresi, SN: Sentral niikleus, K:Kontraktil alan (Toluidin mavisi, orijinal biiyiitme
X 164).

4.1.4 15 Giinliik Deney Gruplari

D3: 15 giin 0,1 mg/kg/giin Atorvastatin
D6: 15 giin 0,5 mg/kg/giin Atorvastatin
D9: 15 giin 1 mg/kg/giin Atorvastatin

D3 Grubu

15 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde kas liflerindeki kontraksiyonun artmasina bagl
olarak nekrotik alanlardaki artisin yami sira vakuoller yapida izlendi. Intersisyel bag
dokusunda ise hafif derecede 6dem ve damarlarda dilatasyon izlendi (Resim 16).Bir bag doku

boyasi olan Azan Modifikasyon ile boyanmis kesitlerde, bag dokusundaki kollajen liflerde
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artis ve 6demin varligi bariz bir sekilde izlenmekteydi. (Resim 17). Weigert’in metakromatik

demirli hematoksileni ile boyanan kesitte sentral niikleuslarda artis yer yer niikleuslarda

ovallesme, piknoz ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlendi (Resim 18).

Resim—-16:D3 Grubu, 15 giin boyunca 0,Img/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; kasliflerinde kontraksiyon, nekroz, vakuoler
yapilar ve 6dem tespit edilirken, damarlarda vazodilatasyon gozlendi. O: Odem, V: Vakuol,
NF: Nekrotik fibriler alan, K:Kontraksiyon, DD: Vazodilatasyon (H&E,orijinal biiyiitme X
164).
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Resim—17:D3 Grubu, 15 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; perifasikiiler alanda bag doku artis1 ve 6dem
tespit edildi. O: 6dem BDA: Bagdoku artis1 (Heidenhein Azan Modifikasyonu, orijinal
bilylitme X 164).
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Resim—18:D3 Grubu, 15 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin muskulus
quadriceps femoris kasimnin 151tk mikroskobik goriiniimii; niikleuslarda ovallesme ve
piknozis tespit edildi. ON: Oval niikleus, P:Piknozis (Weigert’in metakromatik demirli
hematoksileni, orijinal biiyiitme X 164).

D6 grubu

15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde kas liflerinde kontraksiyona bagl olarak yer yer
nekrotik fibriler alan, niikleuslarda ovallesme ve sentral nukleus izlendi (Resim
19).Weigert’in metakromatik demirli hematoksileni ile boyanan kesitte kas liflerinde yer alan
bazi niikleuslarda formasyon degisiklikleri gozlenirken, intersisyel bag dokudaki 6deme bagh

olarak kas liflerinde diizensizlikler izlendi.(Resim 20).
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Resim—19:D6 Grubu,15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik goriiniimii; sentral ve oval niikleuslar tespit edilirken,
kas liflerinde nekrotik ve kontraktil alanlar izlendi. NF: nekrotik fibriler alan, ON: Oval
niikleus SN: Sentral niikleus, K: Kontraksiyon (H&E,Orijinal biiyiitme X 164).
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Resim—20: D6 Grubu, 15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin
quadriceps femoris kasinin 1s1k mikroskobik goriiniimii; niikleuslarda ovallesme ve kas
liflerinde 6dem tespit edildi. ON: Oval niikleus, 0:0dem (Weigert’in metakromatik
demirli hematoksileni orijinal bilyiitme X 164).

D9 Grubu

15 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ve Hematoksilen-Eozin ile boyanan doku
orneklerinin histopatolojik incelenmesinde kas liflerinde ileri derecede nekrotik alanlar oval
niikleuslar ile yer yer niikleuslarda piknoz izlendi (Resim 21). Toluidin mavisi ile
boyadigimiz kesitlerde kas liflerinde vakuoler yapilar ve 6zelliklede intersisyel bag doku

alanlarindaki damarlarda dilatasyon ve hemoraji dikkat cekmekteydi (Resim 22).

Resim—21:D9 Grubu, 15 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasmin 151k mikroskobik goriiniimii; kas liflerinde nekroz goriiliirken,
niikleuslarda ovallesme ve piknoziz. NF: Nekrotik fibriller alan, P:Piknoz, ON: Oval
niikleus (H&E,orijinal biiyiitme X 164).
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Resim—22:D9 Grubu, 15 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin 1s1k mikroskobik goriiniimii; damarlarda vazodilatasyon ve hemoraji
gozlenirken, kas liflerinde vakuollesme. DD: Vazodilatasyon, H: Hemoraji,(Toluidin
mavisi, Orijinal bilyiitme X 164).
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4.2 Elektron Mikroskobik Bulgular

4.2.1 Kontrol grubu: Kontrol gruplarindan elde edilen quadriceps femoris kas kesitlerinin

incelenmesinde normal histolojik yapilar izlendi (Resim—-23,24).

-

Resim-23: Kontrol grubunun kas kesitlerinin ultr.

A -~

astriiktiirel gérﬁniimiinde bénlasmanln

normal oldugu(Z), myofibrillerde (MF) herhangi bir degisikligin olmadigr normal yapida

oldugu belirlendi. (Kursun asetat uranil sitrat X 12000)

Resim—24: Kontrol grubunun kas kesitlerinin ultrastriiktiirel goriiniimiinde niikleus normal
heterokromatin goriiniimiinde(N) ve mitokondrionlar normal yapi ve goriiniimlerinde(M)

izlenmektedir ( Kursun asetat uranil sitrat X 12000).
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4.2.2 5 Giinliik Deney Gruplari

D1: S5giin 0,1 mg/kg/giin Atorvastatin
D4: 5 giin 0,5 mg/kg/giin Atorvastatin
D7: S5giin 1 mg/kg/ giin Atorvastatin

D1 grubunun TEM bulgular:

5 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron
mikroskobik goriiniimiinde; Sitoplazmada yer alan mitokondrionlarin bazilari normal
goriinimdeyken, bazi mitokondrionlarin kristalarinda sisme ve agilma, kristalizis, Z bandinda

yer yer dejenerasyon ve mitokondrion gocii yasanirken, mitokondrionlar uzamis

goriinimdeydi, miyoflaman kayb1 gozlendi (Resim-25,26).

Resim—25: D1 Grubu, 5 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Sitoplazmada yer alan mitokondrionlarda
bazilar1 normal goriinimdeyken, bazi mitokondrionlarin kristalarinda sisme ve acilma ayrica
kristalizis (KR), Z bandinda yer yer dejenerasyon ve mitokondrion gogii yasanirken
mitokondronlar uzamis (UM) goriiniimdeydi. Miyoflaman (MF) kaybi1 gozlendi ( Kursun
asetat uranil sitrat X 12000).
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Resim—26: D1 Grubu, 5 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps

femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Miyoflaman kaybi(MF) ve Z bandinda (Z)

bozulmalar tespit edildi ( Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

D4 Grubunun TEM Bulgulari

5 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriseps femoris kasinin elektron
mikroskobik goriiniimiinde; Niikleus lokalizasyonu sarkoplazmanin altinda yerlesik,
sitoplazmada mitokondrion sayisinda artis, Z bandinda siliklesme gozlendi (Resim-27).
Miyofibriller arasinda uzunlamasina yerlesmis belirgin mitokondrial fiizyon, yer yer
miyoflamanlarda organizasyon bozuklugu ve caplari genis lipid damlaciklari gézlendi
(Resim—-28).
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Resim—27: D4 Grubu, 5 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriseps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Niikleus lokalizasyonu sarkoplazmanin
altinda yerlesik, sitoplazmada mitokondrion (M) sayisinda artis, Z bandinda siliklesme(Z)
gozlendi ( Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

Resim—28: D4 Grubu, 5 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriseps

femoris kasmin elektron mikroskobik goriiniimii; Miyofibriller arasinda uzunlamasina
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yerlesmis belirgin mitokondrial fiizyon(MF) ve yer yer miyoflamanlarda organizasyon
bozuklugu ve caplart genis lipit damlaciklar1 (L), Z bandinda siliklesme(Z) tespit edildi (
Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

D7 Grubunun TEM Bulgulan

5 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron
mikroskobik goriiniimiinde; Niikleus cevresine dagilmis kromatin igerigi sentrale dogru
dagilma, sitoplazmada bazi mitokondrionlar normal goriiniirken bazilarinda dejenerasyon
gozlendi, sitoplazmada vakuoler yapilar izlendi (resim-29). Bazi alanlarda miyoflaman

kaybinin ¢ok oldugu ve bolgenin sitoplazmik igerikle dolu oldugu, Vakuoler yapilarda

lameller cisimciklerin varligi tespit edildi (Resim-30).

Resim—29: D7 Grubu 5 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris
kasinin elektron mikroskobik goriiniimiinde; Niikleus ¢evresine dagilmis kromatin igerigi
sentrale dogru dagilmaya baslamig(N), sitoplazmada baz1 mitokondrionlar normal goriiniirken
bazilarinda dejenerasyon (M), sitoplazmada vakuoler (V) yapilar izlendi (Kursun asetat uranil

sitrat X 12000).
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Resim—30: D7 Grubu 5 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris
kasinin elektron mikroskobik goriiniimiinde; Bazi alanlarda miyoflaman kaybinin ¢ok oldugu
ve bolgenin sitoplazmik icerikle dolu oldugu gézlendi (MF). Vakuoler (V) yapilarda lameller
cisimcikler tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

4.2.3 10 Giinliik Deney Gruplari

D2: 10 Giin 0,1 mg/kg/giin Atorvastatin
D5: 10 Giin 0,5 mg/kg/giin Atorvastatin
D8: 10 giin 1 mg/kg/giin Atorvastatin
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D2 Grubunun TEM Bulgulan

10 giin boyunca 0.1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron
mikroskobik goriiniimiinde; Niikleus etrafinda yer alan mitokondrilerde sayica artig gézlendi.
Bazi alanlardaki mitokondrilerde kristalizis sekillenirken lameller cisimciklere rastlandi
(Resim-31). Cok belirgin miyofibril kaybi goriildii. Miyofibril kaybi olan bolgelere
mitokondri gocii gozlenirken, mitokondrilerin kristalizise ugradigi tespit edildi. Ayrica
mitokondrionlar vakuoler tarzda ve i¢inde lameller cisimciklere rastlanildi. Miyofilamanlar Z

bandina ulasamadan kesintiye ugradig tespit edildi (Resim-32).

Resim-31: D2 Grubu, 10 giin boyunca 0.lmg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasimin elektron mikroskobik goriiniimii; Niikleus etrafinda yer alan
mitokondrionlarda sayica artis gézlendi. Baz1 alanlardaki mitokondrionlarda kristalizis (KR)

sekillenirken lameller cisimciklere (LC) rastlandi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).
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Resim-32: D2 Grubu, 10 giin boyunca 0.lmg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Cok belirgin miyofibril (MF) kayb1
goriildii. Miyofibril kaybi1 olan bolgelere mitokondrion gocii gdzlenirken, mitokondrionlarin
kristalizise (KR) ugradigi tespit edildi. Ayrica mitokondrionlar vakuoler tarzda ve iginde
lameller cisimciklere (LC) rastlanildi. Miyofilamanlar Z bandina ulasmadan kesintiye

ugramisti (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

D5 Grubunun TEM Bulgulan

10 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron
mikroskobik goriiniimiinde; Niikleus etrafindaki mitokondrionlarda sisme ve yer yer
kristalizis tespit edildi (Resim-33). Miyoflamanlarda Z bandina dogru bozulma ve
miyoflamanlarda yer yer silinme goriilmekle birlikte bu alanlarda 6dem tespit edildi (Resim-

34).
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Resim—33: D5 Grubu, 10 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Niikleus etrafindaki mitokondrionlarda (M)

sisme ve yer yer kristalizis (KR) tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

Resim-34: D5 Grubu, 10 giin boyunca 0.5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Miyoflamanlarda (MF) Z bandia dogru
bozulma ve miyoflamanlarda yer yer silinme goriilmekle birlikte bu alanlarda 6dem (O)

tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).
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D8 Grubunun TEM Bulgulari

10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron
mikroskobik  goriinlimiinde;  Niikleusta  kromatin  artisi, ¢evre  sitoplazmadaki
mitokondrionlarda sisme ve kristalizis gozlendi. Miyofibriller arasinda miyeloid figiirler
iceren vakuoller belirgindi (Resim-35). Baz1 alanlarda kontraksiyonun arttig1 ve bu bolgelerde
miyofibril ¢apimin arttifi, Z bantlarinin kayboldugu belirlendi (Resim-36). Bazi alanlarda
miyofibriller aras1 sitoplazmik bolgede bir zarla cevrili olmayan vakuollerin sekillendigi ve

bunlarin icinde miyeloid figiirlerin varligr dikkati cekti. Miyofibrillerde dejenerasyon ve

miyoflaman kaybi tespit edildi (Resim 37).

Resim—35: D8 Grubu, 10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; ~ Niikleusta kromatin artigi, c¢evre
sitoplazmadaki mitokondrionlarda sisme ve krista kayb1 (KR) gozlendi. Miyofibriller arasinda
miyeloid figiirler igeren vakuoller (V) tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).
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Resim—36: D8 Grubu, 10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Bazi1 alanlarda kontraksiyonun arttig1 ve bu
bolgelerde miyofibril ¢capinin arttig1 gozlenirken (K), Z bantlarinin (Z) kayboldugu belirlendi
(Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

Resim—37: D8 Grubu, 10 giin boyunca 1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps

femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Bazi alanlarda miyofibriller arasi
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sitoplazmik bolgede bir zarla ¢evrili olmayan vakuollerin (V) sekillendigi ve bunlarin icinde
miyeloid figiirlerin varlig: dikkati ¢ekti. Miyofibrillerde dejenerasyon ve miyoflaman kaybi
(MF) tespit edildi. Z bantlarinin (Z) kayboldugu belirlendi (Kursun asetat uranil sitrat X
12000).

4.2.4 15 Giinliik Deney Gruplar

D3: 15 giin 0,1 mg/kg/giin Atorvastatin
D6: 15 giin 0,5 mg/kg/giin Atorvastatin
D9: 15 giin 1 mg/kg/giin Atorvastatin

D3 Grubunun TEM Bulgulari
0,1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron mikroskobik

goriiniimiinde; Niikleus etrafinda kiimelenmis mitokondrionlar bulunurken, bunlarin

bazilarinda kristalizis, Z bandinda bozulmalar (Resim-38) ve miyoflaman kayb1 tespit edildi

(Resim-39).

Resim—38: D3 Grubu, 15 giin boyunca 0,Img/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasimin elektron mikroskobik goriintimii; Niikleus etrafinda kiimelenmis
mitokondrionlarda kristalizis (KR) gozlendi. Z bandinda bozulmalar (Z) tespit edildi (Kursun
asetat uranil sitrat X 12000).
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Resim—39: D3 Grubu, 15 giin boyunca 0,1mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Miyoflaman kaybi (MF) ve Z bandinda (Z)

bozulmalar tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

D6 Grubunun TEM Bulgular:
15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron
mikroskobik goriiniimiinde; Niikleus kromatin dagiliminda diizensizlik, periniikleer alanlarda

yer yer 0dem ve miyoflaman kaybi tespit edildi (Resim-40,41).
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Resim—40: D6 Grubu,15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii;  Niikleus kromatin (N) dagiliminda
diizensizlik, periniikleer alanlarda yer yer 6dem(O) ve miyoflaman kaybi1 (MF) tespit edildi
(Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

Resim—41: D6 Grubu,15 giin boyunca 0,5mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps

femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Ciddi miyoflaman (MF) kaybi, mitokondrial
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kristalizis (KR) ve Z bantlarinda (Z) bozulmalar tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X
12000).

D9 Grubunun TEM Bulgulan

1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps femoris kasinin elektron mikroskobik
goriiniimiinde; Vakuol tarzindaki mitokondrionlarda asir1 genisleme, kristalizis ve ayrica
lameller cisimcikler gozlendi (Resim-42). Miyofibrillerde son derece belirgin silinme ve
fibrillerin ¢ogunda sarkomer bolgesinin ortadan kalktifi ve bolgenin mitokondrionlardan
zengin sitoplazma ile doldugu goézlendi (Resim-43). Mitokondrionlarda belirgin bir sekilde
uzama tespit edildi, bununda enerji metabolizmasindaki ihtiya¢ artisindan kaynaklandigi

diisiiniildii (Resim-44). Miyofibriller arasinda vakuoller icinde miyeloid figiirlerin arttigi,

bazi1 mitokondrialarda krista kayb1 ve lameller cisimcikler tespit edildi (Resim-45).

Resim—42: D9 Grubu, 15 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Vakuol tarzindaki mitokondrionlarda asiri
genisleme, kristalizis(KR) ve lameller cisimcikler (LC) gozlendi (Kursun asetat uranil sitrat X

12000).
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Resim—43: D9 Grubu, 15 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; Miyofibrillerde son derece belirgin silinme
(MF) ve fibrillerin c¢ogunda sarkomer bolgesinin ortadan kalktigi, bdolgenin
mitokondrionlardan (M) zengin sitoplazma ile doldugu gézlendi (Kursun asetat uranil sitrat X

7000).
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Resim—44: D9 Grubu, 15 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps

femoris kasmin elektron mikroskobik goriiniimii; Mitokondrionlarda belirgin bir sekilde

uzama (UM) izlenmektedir (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).

Resim—45: D9 Grubu, 15 giin boyunca 1 mg/kg Atorvastatin verilen ratlarin quadriceps
femoris kasinin elektron mikroskobik goriiniimii; miyofibriller arasinda vakuoller (V) iginde
miyeloid figiirlerin artti1, mitokondrionlarda uzama, baz1 mitokondrialarda krista kayb1 ve

lameller cisimcikler (LC) tespit edildi (Kursun asetat uranil sitrat X 12000).
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5- TARTISMA VE SONUC

Insanlarda ve bazi deney hayvanlarinda statin kullanimina bagli olarak gelisen kas
miyopatisi ile ilgili histopatolojik  degisiklikler pek ¢ok arastirici tarafindan
tanimlanmistir(Baker ve ark. 2001, Rousseau ve ark. 1998, Thelin ve ark. 1992). Sicanlarda
statinlerle ilgili yapilan caligmalarda genel anlamda iskelet kaslarinda inflamasyon ve nekroz
onemli sayilan bulgular icinde yer almistir (von-Keutz ve ark. 1998, Manfredi ve ark. 2001,
Smith ve ark. 1991).

William H Schafer ve arkadaslar1 (William ve ark. 2004) bir statin tiirevi olan
cerivastatini 10 giin siireyle sicanlara uygulayip, 1sitk mikroskobu ile degerlendirdiklerinde
quadriceps femoris kasinda herhangi bir degisiklik olmadigin1 tespit etmislerdir.
Calismamizda 10 giin siire ile 0,1-0,5 mg/kg/giin atorvastatin verdigimiz rat quadriceps
femoris kasinin 151k mikroskobik bulgularinda, kas liflerinde dejeneratif degisiklikler ve
nekrozda artig tespit ettik. Bu bulgularimiz William H Schafer ve arkadaslarinin (William
2004) ortaya koyduklar1 bulgularla farklilik gostermekteydi. Oysa William H Schafer ve
arkadaslan1 bir statin tiirevi olan cerivastatini yiiksek dozlarda 12 ve 15 giin siire ile
verdiklerinde ise quadriceps femoris kasinda dejenerasyon ve birtakim biyokimyasal
degisikliklere neden oldugunu, 0,5 — Img/kg 15 giin siire ile uyguladiklar1 cerivastatinin
etkisine bagli olarak ise, kas liflerinde nekroz, kas lifleri arasinda makrofaj infiltrasyonu, yer
yer fibroblast proliferasyonu ve endomisyal kilifta bagdoku artisinin oldugunu goézlemislerdir.
William H Schafer ve arkadaslarmin (William ve ark. 2004) yiiksek dozda cerivastatin
verdikleri bulgular ile bizim 0,5-1mg/kg 10-15 giin siire ile atorvastatin verdigimiz ratlarin
quadriceps femoris kaslarindaki bulgular ile bizim bulgularimiz paralellik gostermekteydi.
Aym kaynak 10 ve 15 giinliik yiiksek dozda siganlara uyguladiklar cerivastatinin etkisine
bagli olarak quadriceps kasinda ultrastriiktiirel diizeyde 10. giinde etki gézlemezken 15. giinde
sarkomerlerde  organizasyon bozuklugu, miyofibrillerde dejeneratif degisiklikler,
mitokondrionlarda yassilagsma ve mitokondriyal kristalizis saptamislardir. William H Schafer
ve arkadaglarinin 10 ve 15 giinliik yiiksek dozda si¢anlara uyguladiklar cerivastatinin etkisine
bagli olarak quadriceps femoris kasinda ultrastriiktiirel diizeyde 10. giinde etki gdzlemezken,
calismamizda 10 giin boyunca atorvastatin verdigimiz ratlarin quadriceps femoris kaslarinin
ultrastriiktiirel yapisinda mitokondrilerde artis ve mitokondrial kristalizis tespit ettik. William
H Schafer ve arkadaslarmin(William ve ark. 2004) bulgulariyla bizim bulgularimiz biiyiik
oranda paralellik gostermemektedir. Ancak; mitokondrilerdeki vakuoler goriiniim ve yer yer

lameller cisimciklerin varligi, kas liflerindeki miyofilaman kaybi gibi bulgularimiz William H
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Schafer ve arkadaglarinin (William ve ark. 2004) yapmis olduklar1 ¢alismada bahsetmedikleri
bulgular olarak saptandi.

Waclawik ve arkadaslar1 (Waclawik ve ark. 1993) 10 giin siire ile bir statin tiirevi olan
lovastatin uyguladiklar1 ratlarin  gastrocnemius kasinda, 151k mikroskobik diizende
degerlendirdiklerinde miyopatik degisiklikler gozlemislerdir. Waclawik ve arkadaglar1 10 giin
stire ile lovastatin uyguladiklar ratlarin gastrocnemius kaslarini ayrica degerlendirdiklerinde
kas fibrillerinde nekroz ve makrofaj infiltrasyonuna rastlamislardir. Bu bulgular ile, bizim
calismamizdaki 10 giin siireli atorvastatinin grubundaki hem ila¢ dozu uygulamasi hemde siire
bakimindan degerlendirildiginde, 151k mikroskobik ve ultrastriiktiirel bulgularimiz ile
benzerlik gostermektedir. Waclawik ve arkadaglarmin yaptigi ultrastrukturel gézlemlerde ise
gastrocnemius kasinda sarkoplazmik retikulum ve mitokondrilerde degisikliklerden
bahsetmektedirler. Ortaya koyduklar1 bu bulgular, bizim bulgularimizla biiyilk oranda
paralellik gostermektedir, ayrica ultrastriiktiirel diizeyde kas liflerinde goriilen dejenerasyon,
bizim ¢alismamizda ekstra bulgu olarak saptandi. Ayrica Waclawik ve arkadaglarinin yapmis
oldugu calismada lovastatin uygulamasinda 10.-12. giinlerde gastrocnemius ve soleus
kaslarinda ultrastriiktiirel bakida; anormal sekilli mitokondriler, sarkoplazmik retikulumda
dilatasyon, mitokondrilerde lameller cisimciklerin olustugu bildirimleri bizim bulgularimizla
biiyiik oranda paralellik gdstermektedir.

SONUC:

a- Atorvastatin iskelet kasi tizerindeki histopatolojik etkisinin diisitk dozdan baglayarak
yiiksek doza, dogru orantili olarak artig gosterdigi,

b- Ozellikle ultrastriiktiirel diizeyde miyofilaman kaybimin Z bandma dogru oldugu,
bunun kas dejenerasyonunun en belirgin 6zelliklerinden biri olabilecegi,

c- Mitokondrionlarin, oOzellikle anormal sekiller kazanarak kristalizise ugramas,
vakuoler goriiniim kazanmasi ile birlikte lameller cisimciklere rastlanmasi,

d- Ayrica bozulan enerji metabolizmasim1 kompanse etmek amagli; mitokondrilerin
boylarinin uzadigi, fiizyona ugradiklar ve sayica cogaldiklari,

e- Niikleuslardaki ovallesmenin ve kromatin dagilimindaki diizensizligin nedeninin; kas
liflerindeki protein sentezini ve kas liflerindeki rejenerasyon hadisesini gosterdigi, bu
arastirmanin sonuglari olarak ortaya ¢ikmaktadir.

f- Bu nedenlerle; atorvastatinin iskelet kaslarinda gostermis oldugu toksik etki ile
birlikte, doz ve zaman baz alinarak, klinik acidan hasta tedavilerinde daha dikkatli

davranilmasi gerektigi kanaatine varildi.
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OZET

Caligmamizda, bir statin tiirevi olan atorvastatinin sican iskelet kasinda olusturdugu yapisal
degisikliklerin 151k ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) diizeyinde incelenmesi ve
degerlendirilmesi amagland1.40 adet erigskin erkek wistar albino rat; biri kontrol ve dokuzu
deney gruplari olmak {izere 10 esit gruba boliindii. Deneyin baslamasindan sonra 5. 10. ve 15.
giinlerde sakrifiye edilen ratlarin quadriceps femoris kaslar 151k ve elektron mikroskobunda
incelendi. Kontrol grubundan elde edilen kaslarin histopatolojik incelemelerinde herhangi bir
yapisal degisiklige rastlanmazken, diger 9 deney grubundan elde edilen kas &rneklerinde
degisen derecelerde histopatolojik bulgular elde edildi. Genel olarak kaslarda dejenerasyon,
kontraksiyon, nekroz, bagdoku artigi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, kas lifleri arasinda
vakuoler yapilar ve sentral niikleus belirgin artis gostermekteydi. Burada da histopatolojik
bulgularimiz, doz ve zaman arttikca buna paralel olarak artis gosterdi. Utrastriiktiirel diizeyde;
Miyoflaman ve miyofibril kaybi, mitokondrionlarda kristalizis, sayica ve hacimce artis,
niikleus etrafinda yada miyoflaman kaybinin oldugu boélgelerde kiimelenmis durumdaydilar.
Ozellikle Z bandindaki deformasyon ve silinme bariz bulgulardandi. Bu bulgularm derecesi,
atorvastatinin verilme dozu ve verilme zamami arttikca buna paralel olarak artis gosterdi.
Sonuc olarak atorvastatin etkisinin iskelet kasi iizerinde diisiik dozdan baslayarak yiiksek doza
dogru, histopatolojik etkinin dogru orantili olarak arttii, 6zellikle ultrastriiktiirel diizeyde
miyofilaman kaybinin Z bandina dogru oldugu kas dejenerasyonunun en belirgin
ozelliklerinden biri olarak tespit edilmistir. Mitokondrial degisikliklerin 6zellikle anormal
sekiller kazanarak kristalizise ugramasi ve vakuoler goriiniim kazanmasi bununla birlikte
lameller cisimciklere rastlanmasi, mitokondrial hasarin atorvastatin etkisine bagl olarak
arttigl belirlenmistir. Bunun yaninda bozulan oksidatif enerji metabolizmasin1 kompanse
etmek amacli mitokondrionlarin boylarinin uzadig, fiizyona ugradiklan ve sayica ¢ogaldiklar
tespit edilmistir. Atorvastatinin iskelet kaslarinda gostermis oldugu toksik etki ile birlikte,

klinikte doz ve zaman baz alinarak, hasta tedavilerine 151k tutacagi kanaatine varildi.

Anahtar sozciikler: Atorvastatin, sican, kas nekrozu, histopatoloji, ultrastriiktiirel yapi



SUMMARY

In this study we evaluated toxic effects of atorvastatin on the development of muscle necrosis
in rats at the transmission electron microscopy (TEM) and light microscopic level.Male, adult
40 Wistar- albino rat used in this study.Rats divided into 10 equal groups as one control, 9
treatment groups.All rats were sacrified after 5th 10th and 15th days of the study.And their
quadriceps femoris muscle tissues were examined in light and electron microscopy. In control
group there was no histopatologic changes determined on their muscle tissue samples. But on
the other hand, in the treatment groups, some histopathologic changes were determined in
different degrees. Generally our findings were degenaration, contraction, necrosis, fibrosis in
the perimisial area, central nucleus on the muscle tissues. These findings were increased due
to the high treatment dose and the long treatment time. Electron microscopic changes or
findings were parallel or similar to the light microscopic findings. Histopathologic changes
were increased due to the high treatment dose and the long treatment time. Electron
microscopic findings; destruction of myoflamans and myofibrils, cristalizis of mitochondria,
their volumes and numbers were increased, mitochondria combine to gether at perinuclear
area or at the myofibrils destructive areas in the sarcoplasma. One of the major finding was
the destruction of the Z bands. In conclusion; the toxic effect of atorvastatin was increased
due to the high treatment dose and the long treatment time. Myofibrils destruction or necrosis
were seen especially at the Z band areas. Mitochondrial cristalizis, anormal shaped, size and
anormal increased mitochondria were the reason of the atorvastatin treatment. Mitochondria
goes on fusion to compensate for the oxidative energy metabolism which is out of order.
Because of all these reasons, medical doctors will take care about the treatment dose and the

long treatment time of the atorvastatin.

Key words: Atorvastatin, rat, muscle necrosis, histopathology, ultrastructurel structure
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