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Amag: Bu ¢aligmada, siklosporin ve takrolimusun (FK506)
Apo E-/- siganlarda yeni olugan de novo ateroskleroz iizerine
olan etkisi, karsilagtirmali olarak incelendi.

Calisma plam: Calismada kullanilacak olan Apo E-/- sicanlar
ti¢ gruba ayrildi; grup 1'deki sicanlara (kontrol grubu; n=6)
dort hafta stiresince giinliik 0.5 cc zeytinyagi, grup 2’deki (n=4)
sicanlara dort hafta stiresince giinliik 0.5 cc zeytinyagryla birlik-
te 10 mg/kg/giin siklosporin ve grup 3’teki (n=5) sicanlara dort
hafta stiresince gtinliik 0.5 cc zeytinyagiyla birlikte 0.05 mg/kg/
glin takrolimus oral yolla uygulandi. Dérdiincii haftanin sonun-
da; sicanlarin hematoksilen-eozin x100 ve x400 biiytitmedeki
151k mikroskopisi incelemeleri yapildi. Siganlarn aortundan
alian kan 6rneginden her tli¢c grubun total kolesterol, trigliserit
ve HDL kolesterol degerleri kargilagtirildi.

Bulgular: Gruplar arasinda total kolesterol ve HDL kolesterol
medyanlari arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Siklosporin
ve takrolimus gruplarindaki trigliserit degerinin kontrol gru-
buna gére anlamli derecede yiiksek oldugu fakat her iki grup
arasinda istatistiksel bir fark olmadigr goriildi. Isik mikros-
kopisi incelemelerinde; sicanlarin ortak karotis arterlerinin
intima ve media tabakasinda genisleme, kalinlasma, intima
media orani, aterom plak morfolojisi, endotelyal deskuamas-
yon, subendotelyal lipit birikimi, media tabakasindaki elastik
lif yapilarinda dejenerasyon, endotelyal hiicre diziliminde
diizensizlik yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edilemedi. Siklosporin grubundan bir &rnekte, parsiyel inti-
mal kalinlagma tespit edildi.

Sonug: Siklosporin grubundan bir 6érnekte kolesterol diize-
yinde anlamli fark yok iken, intimal kalinlagmanin tespit
edilmesi; siklosporinin, hiperlipidemik etkisinden bagimsiz
olarak, dogrudan vaskiiler diiz kas proliferasyonunu artirici
etkisiyle aterosklerozu hizlandirabilecegi diisiincesini akla
getirdi.

Anahtar sozciikler: Kalp nakli; siklosporin; endotel; FK506;
hiperkolesteremi; immiinosiipresyon; sican; takrolimus; vas-
kiiler diiz kas.

Background: The aim of this study was to analyse and com-
pare the effects of cyclosporin and tacrolimus (FK506) on de
novo atherosclerosis in Apo E-/- rats.

Methods: These experimental Apo E-/- rats were separated
into three groups. Group 1 (control group; n=6) rats were
fed 0.5 cc/day olive oil, group 2 rats (n=4) were treated
with 10 mg/kg/day cyclosporin in a 0.5 cc olive oil diet
for four weeks and group 3 rats (n=5) were treated with
0.05 mg/kg/day tacrolimus in a 0.5 cc olive oil diet for four
weeks. At the end of the 4™ week, morphological analyses
were made with light microscope hematoxylin-eosine x100
and x400. Levels of total cholesterol, HDL cholesterol and
triglycerides in these three groups were compared in blood
samples obtained from the aorta of the rats.

Results: There was no statistical difference with respect to total
cholesterol and HDL cholesterol levels between the groups.
Triglyceride level was considerably higher in cyclosporin and
tacrolimus group than in control group, but there was no statis-
tical difference in both cyclosporin and tacrolimus groups. In
the morphological analysis with light microscope, there was no
difference with respect to widening, thickening, intima-media
proportion, aterom plaque morphology, endothelial desquama-
tion, deposition of sub-endothelial lipid, degeneration in elastic
ligaments of media layers, abnormalities in endothelial cell
composition in the intima and media layers of the common
carotid artery. Partial intimal thickness was detected in one of
the cyclosporin group sample.

Conclusion: There was intimal thickening in one of the
subjects in cyclosporin group, while there was no significant
difference in cholesterol level. This suggests that cyclosporin
may potentiate atherosclerosis by stimulation of vascular
smooth muscle cell proliferation independent of its hyper-
lipidemic effect.

Key words: Cardiac transplantation; cyclosporine; endothelium;
FK506; hypercholesteremia; immunosuppressions; rat; tacroli-
mus; vascular smooth muscle.
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Ateroskleroz, arteriyel duvarin kalinlastigi, elas-
tisitesini kaybettigi, damar endotelinde lokal lezyon-
larin goriildiigii, kronik ilerleyici bir durumdur.™
Aterosklerozun patogenez siirecinde cevresel, genetik,
hemodinamik etkiler ve beslenme gibi bircok faktor
rol alir. Hiperlipidemi, hipertansiyon, sigara, diyabetes
mellitus ve sismanlik gibi faktérlerin ateroskleroz stire-
cine katkida bulundugu bilinmektedir. Aterosklerotik
lezyonlarin olugsmasinda makrofaj kokenli kopiik (foam)
hiicreleri ve T lenfositler gibi inflamatuvar hiicrelerin
rol oynadig1 gosterilmistir.>*

Immiinsiipresif ajanlardan siklosporin ve takrolimus
organ nakillerinde, rejeksiyonu 6nlemede kullanilan
potent T lenfosit stipresérleridir. Hem siklosporin, hem
de takrolimus, kalsinérin yolunu inhibe ederek immiin-
sipresif etkinliklerini gosterirler. Kalsinérin yolu,
apopitosiz ve anjiyogenezisde de rol alir. Siklosporin
ve takrolimusun aterosklerozu yavaglattigint gésteren
deneysel calismalarin™ aksine, bu immiinstipresiflerin
transplant aterosklerozun gelismesinde rol oynadiklari-
n1 gosteren ¢alismalar da vardir.!

Bu caligmada, siklosporin ve takrolimusun Apo E-/-
sicanlarda yeni olugsan de novo ateroskleroz iizerine
etkisi kargilagtirmali olarak incelendi. Boylece organ
nakillerinde kullanilan bu ajanlarin, 6zellikle transplan-
tasyonda, erken olusan aterosklerotik lezyonlara olan
olast etkilerinin ortaya konmasi amaclandi.

GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada kulanilan Apo E-/- sicanlar, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Hayvan ve
Arastirma Laboratuvarindan temin edildi. Siganlar 8-10
haftalik olup, tiimii erkekti. Calismadaki tiim sican-
lar, ‘Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi
Kilavuzuna’ (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals) uygun olarak insancil bir muameleye tabi
tutuldu. Calismada kullanilan Apo E-/- sicanlar; kontrol
grubunda alti, siklosporin grubunda dort ve takrolimus
grubunda bes hayvan olacak sekilde tic gruba ayrildi.
Grup I’deki sicanlara (kontrol grubu; n=6) doért hafta
stiresince giinliik 0.5 cc zeytinyagi, grup 2’deki sicanla-
ra (n=4) dort hafta siiresince giinliik 0.5 cc zeytinyagiyla
birlikte 10 mg/kg/giin siklosporin (Sandimmun 25 mg
kapsiil; Novartis Ltd) ve grup 3’teki sicanlara (n=5) dort
hafta siiresince giinliik 0.5 cc zeytinyagiyla birlikte 0.05
mg/kg/giin takrolismus (Prograf 5 mg kapsiil; Astellas)
oral yolla uygulandi. Dordiincii haftanin sonunda sican-
lar, eter anestezisini takiben servikal dislokasyona
maruz birakildi. Siganlarin kalp ve diyafram seviyesine
kadar olan tiim aortlari, hizli bir sekilde c¢ikarildi ve
dokular %4’liik formaldehidde fikse edildi. Her hayvan
aortundan bu islem esnasinda 1.5 cc kan 6rnegi alindi ve
tic grubun total kolesterol, trigliserit ve HDL kolesterol
degerleri karsilastirildi. Dérdiincii haftanin sonunda,
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sicanlarin hematoksilen-eozin x100 ve x400 biiyiitme-
deki 151k mikroskopisi incelemelerinde; ortak karotis
arterlerinin intima ve media tabakasinda genisleme,
kalinlagma, intima media orani, aterom plak morfolojisi,
endotelyal deskuamasyon, subendotelyal lipid birikimi,
media tabakasindaki elastik lif yapilarinda dejene-
rasyon, endotelyal hiicre dizilimindeki diizensizlikler
incelendi.

Gruplarin tamimlayict istatistikleri icin ortalama +
standart sapma (SS) degerleri verildi. Istatistiksel ana-
lizlerde oncelikle ili¢ grubun parametrelerinin medyan-
lar1 Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Istatistiksel
olarak anlamli bulunan parametreler icin ikili karsi-
lagtirmalarda, Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
U-testi kullanildi. Sonuglar p<0.05 degerleri i¢in anlam-
I1 kabul edildi. Tiim analizler icin SPSS Windows icin
15.0 versiyon (SPSS Inc., Chicago, Illionis, USA) paket
programi kullanildi.

BULGULAR

Yapilan istatistiksel analizlerde, li¢ grubun total
kolesterol, trigliserit ve HDL kolesterol medyanlar:
kargilagtirildi. Kontrol grubu, siklosporin grubu ve
takrolimus grubunun total kolesterollerinin ve HDL
kolesterollerinin medyanlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (Tablo 1). Ug grubun trigliserit degerlerinin
medyanlar1 arasindaki fark testinde; en az iki grup
arasinda fark oldugu goériildii (p=0.005). Bu farkin
hangi iki gruptan kaynaklandigini1 bulmak icin yapilan
ikili kargilagtirmalarda bulunan p degerleri Bonferroni
diizeltmesi yapilarak; bulunan 0=0.0017 degeri ile
kiyaslandi. Bunun sonucunda, konrol grubunun trigli-
serit medyaninin, hem siklosporin grubu (p=0.010) hem
de takrolimus grubunun (p=0.006) medyanindan farkli
oldugu goriildi. Siklosporin ve takrolimus gruplarinda-
ki trigliserit degerlerinin; kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek oldugu fakat siklosporin ve takrolimus
gruplarinin trigliserit degerleri arasinda anlamli bir fark
olmadigr goriildii (Sekil 1).

Hematosilen-eozin x 100 ve x 400 biiyiitmedeki 1s1k
mikroskopisi incelemelerinde; siganlarin ortak karotis
arterlerinin intima ve media tabakasinda genisleme,
kalinlagsma, intima media orani, aterom plak morfolojisi,

Tablo 1. Gruplarin total kolesterol, trigliserit ve HDL
kolesterol degerleri

Gruplar Total Trigliserit HDL
kolesterol kolesterol
Ort.xSS Ort.=SS Ort.+SS
Kontrol 95.7+12.0 57.8+7.7 77.5£9.1
Siklosporin 91.0+16.7 110.3£31.5 70.0£14.7
Takrolimus 97.8+27.9 97.2+35.3 76.6x£20.7

Ort.£SS: Ortalama + standart sapma; HDL: High density lipoprotein.
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Sekil 1. Gruplara gore kolesterol ve trigliserit ortalama deger-
lerinin daglllml. Grup 1: Kontrol grubu; Grup 2: Siklosporin grubu; Grup 3:
Takrolimus grubu; HDL: High density lipoprotein; TG: Trigliserit.

#Grup 1 ®Grup2

endotelyal deskuamasyon, subendotelyal lipid birikimi,
media tabakasindaki elastik lif yapilarinda dejeneras-
yon, endotelyal hiicre diziliminde diizensizlik yo6niin-
den gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi
(Sekil 2, 3). Siklosporin grubundan bir 6rnekte, parsiyel
intimal kalinlagma tespit edildi (Sekil 4).

TARTISMA

Ateroskleroz kronik inflamatuvar bir siirectir.
Aterosklerotik lezyonlarin olugmasinda T lenfositlerin
etki ve varlig1 bircok ¢alismada gosterilmistir.') Aktive
T yardimer lenfositler, 6zellikle erken donem aterom
plaklarinda tespit edilmistir. Aterosklerotik lezyonlarda,
T lenfosit miktari, bolgesel olarak degismekle birlikte,
insanlarda fibréz baghigin (cap) yaklasik %20 kadarini

olustururlar.®” Aterosklerotik plakta diiz kas hiicreleri
(smooth muscle cells; SMCs) ve makrofajlar; aktive T
lenfositler tarafindan uyarilan ve hiicre yiizey proteinle-
rinden biri olan, class I MHC (major histocompatibility
complex) genini de eksprese ederler.®

Immiinsiipresif ajanlardan siklosporin ve takrolimus
(FK506), organ nakillerinde rejeksiyonu ¢nlemede kul-
lanilan potent T lenfosit siipresorleridir. Hem siklospo-
rin, hem de takrolimus, kalsinérin yolunu inhibe ederek
immiinsiipresif etkinliklerini gosterirler.'” Siklosporin
ve takrolimusun T lenfositleri iizerine olan inhibisyon
etkisi; bu hiicrelerin aterojenik siirecteki yerlerini acik-
lamada yol gosterici olmugtur.

Takrolimus, siklosporin gibi, T hiicre kaynakl
interlokin-2 (IL-2), IL-3 ve interferon gama (IFN-gama)
gibi mediatorleri inhibe eder. Takrolimusun, lenfokin
ve IL-2 reseptoriine yaptig1 etkinin, siklosporine gore
100 kat daha az konsantrasyonda oldugu bildirilmisgtir.
Organ nakillerinde takrolimusun kronik kullanimin-
da hiperlipidemi ve hipertansiyon gibi aterosklerotik
risk faktorleri siklosporine gére daha az gortiliir.""
Immiinsiipresif ajan olarak takrolimus kullanilan organ
nakillerinden bobrek nakil hastalarinda serum koleste-
rol seviyeleri diisiik bulunurken, karaciger, akciger ve
kalp nakil hastalarinda takrolimusun antihiperlipidemik
etkisinin daha belirgin oldugu belirtilmigtir.!!>!*

Donners ve ark.,™ takrolimusun kalsinériin inhibis-
yonuyla, sicanlarda, sistemik immiinsiipresif etkisinden
bagimsiz olarak, dogrudan plak fenotipine etki ettigini
gostermiglerdir. Bu calismada kullanilan diisiik doz tak-
rolimus ile (0.05 mg/kg/giin) kalsinérin inhibisyonuyla
ateroskleroz gelisimi ve plak progresyonu Gnlenmistir.
Yine bu calismada takrolimusun, nekrotik c¢ekirdek
(core) ihtivasini azaltarak, daha stabil plak fenotipi
olusturdugu ve hiicre yogunlugunu, kollajen ihtivasini
artirarak plak progresyonunu &nledigi gosterilmigtir.

-
-

&=
-

Sekil 2. Kontrol grubu siganlarin 151k mikroskopisindeki gértintimii (a) (H-E x 100), (b) (H-E x 400).
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Sekil 3. Takrolimus grubu siganlarin 151k mikroskopisindeki goriiniimii (a) (H-E x 100), (b) (H-E x 400).

Bu bulgular; daha 6nce yapilan in vitro ¢aligmalarda-
ki, takrolimusun vaskiiler diiz kas hiicre apopitozisini
onledigi diigtincesiyle uyumludur.>'®? Bu caligmalarda
takrolimusun makrofaj apopitozisini etkilemedigi ve
plak makrofaj sayisinin degismedigi gosterilmistir.

Takrolimusun ateroskleroz tizerine etkisiyle ilgili
yapilan bircok c¢alismada birbiriyle c¢elisen sonuclar
elde edilmistir. Wu ve ark.™ ile Cramer ve ark.'” tak-
rolimusun, posttransplant sicanlarda ateroskleroz gelisi-
minde inhibitor etkisini ortaya koyarken, Matsumoto ve
ark.,!” kolesterolden zengin diyetle beslenen tavsanlar-
da, takrolimusun kolesterol diizeyinden bagimsiz olarak
makrofaj kokenli koptik hiicrelerin, aortik intimada
aktimtilasyonunu artirdigini ve dolayisiyla aterosklero-
zu stimiile ettigini bildirmiglerdir. Ancak bu caligma-
da kullanilan takrolimus dozu (0.1 mg/kg/giin), diger
caligmalara gore yiiksektir. Bu sonuclar, ateroskleroz
lehinde veya aleyhindeki farkli sonuglarin, takrolimus
dozuyla ilgili olabilecegi diisiincesini ortaya koymak-
tadir. Transplantasyon yapilan hastalarda yiiksek doz

takrolimus kullaniminin, ateroskleroz gelisimini sti-
miile edebilecegi diisliniilmektedir. Biz ¢aligmamizda,
takrolimus verilen sicanlarin morfolojik incelemesinde
ateroskleroz gelisimini diigiindiirecek histolojik bulgu-
larin varligini tespit edemedik.

Ferns ve ark.,'"8 siklosporinin, in vivo olarak balon
yaralanmasina maruz birakilan de-endotelize tavsan
karotis arterlerinde, vaskiiler diiz kas proliferasyonunu
artirarak, intima kalinligini artirdigini gostermiglerdir.
Buna kargilik Jonasson ve ark.,'”! siklosporinin, intimal
diiz kas hiicre proliferasyonunu siiprese ettigini goster-
miglerdir. Ancak, bu caligmalardaki travmaya vaskiiler
intima yanitin; kronik aterosklerotik stirecten farkli ola-
rak, akut hayvan deney modelleri oldugu unutulmama-
Iidir. Siklosporinin in vitro ¢alismalarda, diiz kas hiicre
proliferasyonuna dogrudan etki etmedigi, siklosporin
uygulamasini takiben endotel hiicre kaynakli diiz kas
hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu gozlenmistir.
Dolayisiyla siklosporinin, dogrudan endotel hiicreleri-
ne etki ettigi diistiniilmiistiir.?® Biyokimyasal olarak;

m_,_ K
PR JﬁV ey

Sekil 4. Siklosprin grubu 51ganlar1n 1§1k mlkroskoplslndekl goriintimii, parsiyel intimal kahnla§ma gorulmektedlr (@) (H E x 100),
(b) (H-E x 400).
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siklosporin, insan lipoprotein metabolizmasi iizerinde,
LDL-kolesterol, trigliserit, VLDL ve apoprotein B
seviyelerini artirirken, HDL-kolesterol ve apoprotein
A-1 seviyelerini azaltir.?'??! Ayrica siklosporinin, hiicre
membran hidrofobititesini artirarak, membran akiskan-
I1g1n1 bozdugu ve sonug olarak LDL klirensini azalttig1
gosterilmisgtir.”®! Endotelyal permeabilitenin etkilenme-
si; proteoglikanlarin subendotelyal boglukta birikmesi-
ne yol acarak, aterosklerotik lezyonlara neden olabilir.

Emeson ve Shen.,* siklosporin verilen hayvanlar-
da, daha genis aterosklerotik plaklar olusturmak icin
hiperlipidemik siganlar kullanmiglardir. Bu ¢aligsmada;
plak olusumlar1 4-8 ay i¢inde izlenmistir. Siklosporinin,
kolesterolden zengin diyetle beslenen C57BL/6 sican-
larda, yagh cizgilenme formasyonunu artirarak, ate-
rosklerotik siireci hizlandirabilecegi diisiiniilse de bu
etkinin siklosporinin olas1 yan etkilerinden hiperlipi-
demi, artmig LDL oksidasyonu ve hipertansiyonla olan
iligkisi tam olarak gosterilememistir. Drew ve Tipping®
siklosporinin kolesterolden zengin diyetle beslenen
tavsanlarda, aortik aterom plak gelisimini ve kopiik
hiicre birikimini 6nledigini gostermiglerdir. Siklosporin
uygulanmayan grupta alinan aortik doku Orneklerinde;
siklosporin uygulanan grubun aksine, belirgin T hiicre
infiltrasyonu izlenmis ve T lenfositlerin yeni olusan ate-
rom plaga, neo-antijen gibi davrandig1 belirtilmistir.

Calismamizda, sicanlarin hematoksilen-eozin x100
ve x400 biiyiitmedeki 151k mikroskopisi incelemelerin-
de; cikan, arkus ve inen aort arterlerinin intima ve media
tabakalarinda genigleme, kalinlagma, intima media
orani, aterom plak morfolojisi, endotelyal deskuamas-
yon, subendotelyal lipid birikimi, media tabakasindaki
elastik lif yapilarinda dejenerasyon, endotelyal hiicre
dizilimi yoniinden anlaml1 olarak fark tespit edilemedi
ancak siklosporin grubundan bir doku 6rneginde, par-
siyel intimal kalinlagma goriildii. Siklosporin grubunda
bir drnekte tespit edilen parsiyel intimal artig, Ferns ve
ark.nin™® bulgulariyla uyumluydu. Ancak calismamizda
dikkat ceken nokta, diger hayvan caligmalarindan farkl
olarak, siklosporin ve takrolimus gruplarinda goriilen
izole trigliserit ytiksekligidir. Dort haftalik caligma
stiresinin sonunda kolesterol degerleri yoniinden anlamli
fark goriilmezken, her iki immiinstipresif ila¢ grubunda
da, kontrol grubuna gore trigliserit diizeyi ytiksek tespit
edildi. Siklosporin grubundan bir 6rnekteki intimal
kalinlasmanin kolesterol diizeyinde anlamli1 fark bulun-
mazken tespit edilmesi; siklosporinin, aterojenik siireci
dogrudan endotelyal etkisiyle hizlandirabilecegi diistin-
cesini akla getirmektedir.
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