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OZET

Tacrolimus otoimmiin  hastaliklarda ve organ transplantasyonunda kullanilan
immiinsupresif bir ilagtir. Bu ilacin uzun donem kullanilmasi sonrasinda ortaya g¢ikan

nefrotoksisite, ilacin kullanimini kisitlayan en 6nemli faktordiir.

Calismamizin amaci, kronik Tacrolimus nefrotoksisitesinde bébrekte gelisen islevsel ve
yapisal hasarin patogenezinde TGF-B, PDGF, VEGF, IL-6 ekpresyonu ve antifibrotik 6zellikli
bir sitokin olan BMP-7 ekspresyonu ile ACE inhibit6rii ve Ang II reseptdr blokeri tedavisinin,

bu sitokinler ve renal hasar iizerine etkisini aragtirmaktir.

Calismamizin verilerine gore siganlara kronik Tacrolimus uygulamasi sonrasinda, saglikli
kontrol grubu ile kargilagtirildiginda, fonksiyonel parametreler {izerinde anlamli fark tespit
edilmemis olmakla birlikte, patolojik bulgularda Tacrolimus uygulanan siganlarda yapisal
degisikler gelismig, ¢alisma grubunda saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TGF-f,
PDGF, IL-6, VEGF ekspresyonunda belirgin artiy ve BMP-7 ekspresyonunda azalma tespit
edilmigtir. Tacrolimus’a ek olarak RAS blokaji uygulanan (Kinapril ve Valsartan ile)
siganlarla, sadece Tacrolimus alan grup karsilastirildiginda, RAS blokaj1 uygulanan grupta,
TGF-B, PDGF, IL-6, VEGF ekspresyonlarinda belirgin olarak azalma saptanmugtir.

Sonug olarak ¢aligma sonucundaki bulgularimiz Tacrolimus nefrotoksisitesinde fibrojenik

sitokin ekspresyonunda belirgin artiy meydana geldigini ve RAS blokajinn fibrojenik sitokin

ekspresyonunu azalttifin gostermektedir.
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SUMMARY

Tacrolimus (Tac) is an immunosuppressive drug used for the treatment of autoimmune
diseases and after organ transplantations. The major side effect of this immunosuppressive

agent is chronic nephrotoxicity, which limits the its long term use.

The aim of our study is to evaluate the role of TGF-$, PDGF, VEGF, IL-6 and BMP-7
expression in the pathogenesis of functional and structural injury secondary to chronic
Tacrolimus nephrotoxicity and the effect of ACE inhibitors and Ang II receptor blokers

blockade on the expression of these cytokines and underlying renal damage.

In our study following the long term administration of Tac to rats, there were no significant
difference in the functional parameters between healthy controls and the study group.
However pathological findings revealed structural changes in Tac treated rats and TGF-f,
PDGF, IL-6, VEGF expresssion was significantly increased in the study group and BMP-7
expression was reduced compared to healthy controls. Following RAS blockade by Quinapril
and Valsartan TGF-f, PDGF, IL-6 and VEGF expression was significantly reduced in both of
the above groups compared to Tac study group.

In conclusion, our data suggest that fibrogenic cytokines expression is significantly

increased in Tac toxicity and RAS blockade seems downregulate fibrogenic cytokine

expression.
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1. GIRIS VE AMAC

Tacrolimus organ transplantasyonlari sonrasinda akut rejeksiyonu onlemek amaciyla
kullamlan Kkalsindrin inhibitorleri grubundan immunosupresif bir ilagtir (1). Tacrolimus’un,
kisa ve uzun siireli kullaniminda diger konvansiyonel ilaglara gére akut rejeksiyonu
onlenmede daha etkin oldugu bildirilmektedir (2); ancak &zellikle nefrotoksisite agisindan
diger kalsinérin inhibitérii olan siklosporinden farkli olmadig goriisti hakimdir (3, 4, 5).

Tacrolimus nefrotoksisitesi, bdbrekte yapisal ve islevsel bozukluklara neden olmaktadir (6).
Tacrolimus toksisitesinde, renal kan akimu (RBF) ve glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR)
doza bagli azalmayla birlikte olan akut fonksiyonel toksisite ve kronik, dozdan bagimsiz,
GFR’de progresif ve persistan bir azalmaya yol agan arterioloskleroz, glomeruloskleroz,
tubuler atrofi ve intersitisyal fibroz ile karakterize yapisal toksisite goriilebilir (7). Son
yillarda Tacrolimus tedavisine bagli olarak gelisen nefrotoksisitenin patogenezine yo6nelik
caligmalar yapilmakta ve bu etkiyi onleyecek ajanlar aragtintmaktadir. flacin kendisinin mi
yoksa metabolitlerinin mi patogenezde rol oynadig1 tam olarak bilinmemektedir (8).

Bobrek ve diger organlarin kronik hastaliklarinda geligen fibrozisten sorumlu anahtar
sitokin olan TGF- (9,10) ve ilerleyici renal hasardan sorumlu sitokinlerden biri olarak kabul
edilen PDGF B (10,13,14) ekspresyonunun Tacrolimus tedavisi ile arttifi yapilan insan ve
hayvan ¢alismalarinda goésterilmigtir (4,9,11,12,13,14). Literatiirde Tac nefrotoksisitesinde
diger profibrojenik sitokinlerden olan IL-6 ve VEGF ekspresyonunu aragtiran bir ¢aligma
bulunmamaktadir.

Son donemde TGF-B ailesinden, Bone Morphogenetic Protein-7(BMP-7) adinda potansiyel
renotrofik bir faktér tanimlanmugtir (15). Embriyonik gelisim siiresince yaygin olarak
cksprese edilen BMP-7’nin organogenezdeki Onemli roliiniin yaminda (16) antifibrotik
dzelliklerinin oldugu bildirilmektedir (17,18).

Renin-angiotensin sistemi (RAS)’nin temel peptidi olan angiotensin II (Ang II), gesitli
hiicre tiplerinde hiperplazi ya da hipertrofiyi indiikleyen bir renal biiylime faktSriidiir
(19,20,21). Bu vasoaktif peptid, mesengial ve tubuler hiicreleri ve interstisyel fibroblastlar
aktive ederek ektraselliiler matriks proteinlerinin sentezini ve ekspresyonunu arttirir. Ang II
bu etkilerini TGF-B1 gibi sitokinlerin salimmim arttirarak gergeklestirmekte; ve boylece hiicre



hipertrofisine ve fibrozise neden olmaktadir (22,23). Kronik Tacrolimus nefrotoksisitesi de
dahil olmak tizere bir ¢ok farkli nefropatilerde meydana gelen renal hasarda, Ang II’nin
O6nemli bir mediator oldugu disiiniilmektedir. ACE inhibitérieri ya da angiotensin tipl
reseptor antagonistleri gibi angiotensin II etkilerini bloke eden tedavilerin insanlarda nefropati
progresyonunu geciktirdigi ve bdbrek hasarinin bir¢ok modelinde proteiniiriyi, inflamatuar
hiicre infiltrasyonunu ve fibrozisi azalttigi bilinmektedir (24,25,26). Literatiirde Ang II
etkilerini bloke eden tedavilerin Tacrolimus nefrotoksisitesindeki etkilerini aragtiran bir

caligma bulunmamaktadir.

Caliymamizin amaci, kronik Tacrolimus nefrotoksisitesinde bobrekte geligen islevsel ve
yapisal hasarin patogenezinde TGF-8, PDGF, VEGF, IL-6 ekpresyonu ve antifibrotik 6zellikli
bir sitokin olan BMP-7 ekspresyonu ile ACE inhibitérii ve Ang II reseptdr blokeri tedavisinin

bu sitokinler ve renal hasar {izerine etkisi arastirmaktir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1 Tacrolimus

Stereptomyces tsukubaensis adli immunosupresif 6zelligi olan bir toprak fungusu 1984°de
kesfedilmis ve FK 506 olarak kodlandirilmugtir. Bu ajan daha sonra, Tsukuba macrolide
immunosupressive  kelimelerinden esinlenilerek Tacrolimus olarak adlandirilmagtir.
Tacrolimus kalsindrin inhibitorii immunosupresif ilag grubunun bir {iyesidir. Klinikte ilk kez
1994°de, karaciger trans;ilantasyonunda ve 1997'de renal transplantasyonda akut rejeksiyonu
onlemek amaciyla kullantm onaym almigtir (27). Izleyen yillarda, diger organ
transplantasyonlarinda ve gesitli otoimmiin hastaliklarda giderek artan bigimde kullamilmaya
baglanmugtir (27,28).

Tacrolimus
CyHgNOy, +H,0

Sekil-1: Tacrolimus’un yapisi (27)



Tacrolimus (C44H69NO12.H20, molekiiler agirhik: 804) makrolid lakton bir antibiyotiktir.
Beyaz kristaller ya da kristalin tozu geklinde goriiliir. Suda ¢6ziinmez; satiire
hidrokarbonlarda az miktarda, lipid ve diger organik ¢éziiciilerde yiiksek oranda ¢oziiniir (27).

2.1.1. Tacrolimus’un Etki Mekanizmasi:

Tacrolimus, CD4 tipi T lenfositlerinde, T lenfositi reseptoriiniin antijenle uyarilmasi ile
baslatilan sinyalleme kaskadinda Ca?" bagimli bir enzim olgn kalsindrini, selektif bir sekilde
inhibe eder (29). Kalsinorin inhibitorleri selliiler etkilerini immunofilin adindaki proteinlere
baglanarak gosterirler. Tacrolimus’u baglayan immunofilin FK-binding protein (FKBP) adin1
almaktadir. Tacrolimus’un FKBP’ye baglanmasi, bu proteinin kalsindrine olan affinitesini
arttirr (27).

Olagan kosullarda kalsinérin bir defosfataz enzimi olup, NFAT( aktive T hiicrelerinin
niikleer faktorii) adli, inaktif durumda stoplazmada bulunan faktdrden fosfat gruplarini koparir
ve onun etki yeri olan hiicre ¢ekirdegine girmesini saglar. NFAT, g¢ekirdekte IL-2 geninin
tetikleyici bolgesindeki baglanma yerine baglanarak I1.-2 gen transkripsiyonunu ve béylece
IL-2 tretimini arttinir. IL-2 ise T lenfositlerinin klonal proliferasyonunu ve aktivasyonunu
uyarir. Bu olay zincirinin Tacrolimus ile kalsin6rin diizeyinde kesilmesi, IL-2 iiretimini
engelleyerek, antijenik uyarinin IL-2 aracilif ile (29) yaptig sitotoksik, yardimer T lenfositler
ve dogal Sldiirticti (natural killer) hiicrelerin proliferasyonunu (klonal ekspansiyonunu) inhibe
eder (30,31). Bu sekilde, T hiicresine bagli antijenlerin yaptig1 mitojenik etkinligi, IL-2, IL-2
reseptorii, 1L-3, IL-4, TNF alfa, interferon gamma gibi immiin sistemin 6nemli birgok

diizenleyici proteininin yapimin da dolayl olarak azaltir (29).

Tacrolimus ayrica daha az oranda olmakla birlikte, humoral immiin cevab1 (B hiicre
proliferasyonu) da inhibe etmektedir (32,33). Tacrolimus’un IL-2’yi inhibe etme giicii
CsA’dan 10-100 kat daha fazladir (34).

Tacrolimus’un bir bagka etkisi de TGF-8 ekspresyonunda artiga yol agmaktir. Kalsin6rin
inhibit6rlerinin, graft iginde TGF-B diizeylerini arttirdign ve bu yolla allograftta fibrozis
geligtirdigi gosterilmistir (27). Bu etkilerin her iki kalsin6rin inhibitériinde de bulunmakla
birlikte, hangisinin TGF-p ekspresyonunu daha fazla arttirdigi konusu ile ilgili g¢eligkili
yaywlar bulunmaktadir (1,11,35).



T hicre
reseptorit Kostimiilator
molekitl

Sekil-2: Tacrolimusun yaptifi immiinsupresyonun mekanizmasi (36)

2.1.3 Tacrolimus’un Farmakokinetiki

2.1.3.1. Emilimi: Oral biyoyararlanmimi %S5 ile 67 arasinda degigmekte, ortalama %29 oldugu
bildirilmektedir. Emilimdeki degiskenligin transplante edilen organ ya da yagla korelasyonu
yoktur. Pediyatrik hasta populasyonunda karacigerde daha hzli metabolize edilir. Ilacin
metabolizmasinda etnik farkliliklar da bildirilmigtir. Orta diizeyde yag igeren besinlerin,

absorbsiyon hizin1 ve bioyararlanimi azaltti1 g6sterilmigtir (27).

2.1.3.2. Dagilimi; Barsaktan emildikten sonra kanda primer olarak eritrositlere geger. Kan
konsantrasyonu, plazmadan 10-30 kat yiiksektir. Siklosporin A (CsA)dan farkh olarak
plazma lipoproteinlerine baglanmaz, buna karsilik akut faz proteinlerinden al-asit

glikoproteine baglanir. Fetal dolasima ve anne siitiine geger (27).



2.1.3.3. Metabolizasyonu: Tamamina yakim karacigerde CYP3A4 sistemi ile metabolize
edilir. Metabolitlerinin gergek sayisi bilinmemektedir; fakat 15°den fazla sayida metaboliti
bildirilmistir (27).

2.1.3.4. Atitlhma: Esas olarak safra ile atilir. Renal eksresyonu %2’den azdir (27).

2.1.3.5. Dozu: Oral baglangi¢ dozu giinliik 0.2-0.3 mg/kg/giin iki boliinmiis dozda olmakla
birlikte hedef kan diizeyine gére giinliik dozu ayarlanir. Toksik yan etkilerden sakinmak ve
immunsupresyon i¢in yeterli Tacrolimus konsantrasyonunu saglayabilmek i¢in terapotik ilag

monitdrizasyonuna ihtiyag vardir (27,37). Hedef kan diizeyi ilk 3 ay i¢in 10-20 ng/ ml,
sonrasinda ise 5-12 ng/ ml olarak onerilir (38).

2.1.4. Ilag etkilegimleri:

Tacrolimus diizeyi sitokrom p450-3A4 enzim indiiksiyonu yapan tiim ilaglardan etkilenir
(27). Bu yolla etkilestigi ilaglar ve etkilesim sekli Tablo-1’de verilmistir.

Tablo-1: Tacrolimus ile etkilesim gosteren ilaglar (38)

Tacrolimus diizeyini Tacrolimus diizeyini Tacrolimus nefrotoksisiteyi
arttiranlar azaltanlar arttiranlar

Kalsiyum kanal blokerleri Antikonvulzanlar Aminoglikozidler
Diltizem, Karbamazepin, Amfoterisin
Nikardipin, Fenobarbital, Sisplatin
Verapamil Fenitoin CsA
Makrolid antibiyotikler Antibiyotikler Non-streoidal antiinflamatuar
Klaritromisin, Rifabutin, ajanlar
Eritromisin) Rifampin Ibuprofen
Antifungal ajanlar
Klotrimazol,
Flukanozol,
ftrakanazol,
Ketakanazol,
Diger ilaglar
CsA,
Bromokriptin,
Simetidin,
Danasol,
Metilprednizolon,
Metoklopramid




2.1.5. Yan etkileri:

Baglica yan etkileri nefrotoksisite, ndrotoksisite (%8.4) ve infeksiyondur (39,40). Ayrica
gastrointestinal rahatsizliklar, hipomagmezemi (40), hipertansiyon, hiperkalemi (%50) ve
kardiyomiyopati (29) de yapabildigi bildirilmigtir (40). Hiperkolestorelemi (31), hirsutism ve
gingival hiperplazi yapmamasi bu kalsin6rin inhibitoriinii siklosporine gore kozmetik ve
metabolik yan etkiler agisindan {istlin kilmaktadir (39).

2.1.7. Kullanim alani

Tacrolimus (Tac) organ transplantasyonunda ve bazi otoimmiin hastaliklarda
kullamlmaktadir (41,42,43,44). Diger immunosupresif rejimlerle rejeksiyon ya da ilag iligkili
toksisite geligen hastalarda onemli bir terapotik alternatiftir. En sik kullanmildigy iki alan
karaciger ve bobrek transplantasyonu olmakla birlikte, diger organ transplantasyonlarinda
(27) ve ¢esitli otoimmiin hastaliklarda giderek artan bigimde kullanilmaya baslanmigtir
(27,28). Akut rejeksiyon gelismesinin 6nlenmesinde daha iistiin olmasina ek olarak bobrek
transplantasyonunda bir bagka kullanimu da siklosporin kullanirken gelisen akut rejeksiyon

tedavisinde ‘kurtarma’ amaciyla kullanilmasidir (29).

2.2. Tacrolimus nefrotoksisitesi:

Kalsindrin inhibitdrleri grubuna ait nefrotoksisite yan etkisi, bu grup ila¢larin kullanimini
siirlayan en énemli sorundur (45,46). Eldeki veriler, bu sebeple gelistirilen Tacrolimus’un
da nefrotoksik oldugunu go6stermistir (47). Tacrolimus nefrotoksisitesi sikligt CsA’a
benzerlik gostermektedir (3). Nefrotoksisite agisindan CsA ve Tacrolimusun birbirlerine
istlinliigti konusundaki yayinlar geligkilidir (3,4,5,40,48); sikhif %17 (49) ile % 46.2 (50)

arasinda degismektedir.
Tacrolimusun neden oldugu renal disfonksiyon ti¢ degisik klinik formda kargimiza ¢ikar:
1) Akut nefrotoksisite

2) Subakut nefrotoksisite
3) Kronik nefrotoksisite



Tablo-2: Tacrolimusun sebep oldugu nefrotoksisitenin gesitleri (51)

Tip Zaman Yatkinlik olugturan | Tedavi
faktorler
Akut Giinler Donor hipotansiyonu | Tacrolimustan
Cocuk donor sakinilmasi
Subakut Giinler-aylar Yiiksek ilag diizeyi Tacrolimus dozunun
azaltilmasi
Kronik Aylar Kronik rejeksiyon Siralimusa gegilmesi

2.2.1.Akut nefrotoksisite

Erken post-op dénemde goriiliir (51) ve daha ¢ok doza bagimlidir (52,53). Erken donemde
goriilen Tacrolimus toksisitesi islevsel ve yapisal toksisite olmak i{izere 2 ana gruba ayrilir.
Islevsel degisiklikler yapisal degisiklikler olmaksizin olabilir, oysa ki yapisal lezyonlar daima
islevsel degisikliklere eslik eder (6).

2.2.1.1. AKkut islevsel toksisite:

Tacrolimus kullanimina bagh olarak ortaya g¢ikan akut nefrotoksisite ilacin hemodinamik
etkilerine baglidir. Tacrolimus afferent arteriolar vasokonstruksiyona neden olur ve bunun
sonucunda glomeriiler filtrasyon hizinda azalma meydana gelir. Tacrolimusa bagli olarak
meydana gelen vasokonstruksiyonda renin-angiotensin sistem aktivasyonu, artmig sempatik
aktivite, prostaglandin metabolizmasinda degisiklikler, endotelin sekresyonunda artig (52,53),
ve nitrik oksit sentez inhibisyonu (55) gibi mekanizmalar sorumlu tutulmugtur (51).

GFR’deki azalmanin derecesi degiskendir. Toksisitenin hafif formlarinda glomeriiler
filtrasyon hizi ve renal kan akiminda hafif azalmayla birlikte sodyum retansiyonu,
hipomagnezemi, hiperiirisemi, hiperkalemi ve hiperkloremik asidoz goriiliir. Tac tedavisine
bagh olarak gelisen fonksiyonel toksisitenin en ciddi formunda, poliiiri ya da oligo-aniiriyle
birlikte akut renal yetmezlik goriilebilir (48,52,56).

Tacrolimus ile olugan akut nefrotoksisite iglevsel, genellikle doza bagumli ve geri
donitiglimliidiir. Saf fonksiyonel nefrotoksisitede belirgin yapisal anormallikler bulunmaz
(53,56).



2.2.1.2. Akut yapisal toksisite
iki cesit morfolojik degisiklik ayirt edilebilir.
2.2.1.2.1. Tubulopati

Tac ile tedavi edilen hastalarda tubuler epitelyal hiicrelerdeki histolojik degisiklikler,
baglica, stoplazmamn isometrik vakuolizasyonu, dev mitokondri olusumu ve
mikrokalsifikasyonlardan olugur (6). Bu degisiklikler proksimal tubullerde en belirgindir
(53,56,57,58,59,60). Doz azaltildiktan sonra tubuler lezyonlar hizla geri doner (53).

2.2.1.1.2. Mikroanjiyopati (tubulointersitisyal lezyonlarla birlikte)

Daha ciddi bir nefrotoksisitedir ve plasma kreatininde 6nemli artisa neden olur. Bu durum
siklikla kiigiik arterlerin mediasindaki fokal miyozit nekrozuyla karakterize arteriolopatiyle
iligkilidir, ancak  intimal degisiklikler yoktur (61,62). Ilag nefrotoksisitesinde doz
azaltildiginda renal disfonksiyon ve morfolojik degisiklikler geri dénebilir (51).

Mikroanjiopatide afferent arterioldeki yapisal degisiklikler, histolojik degisikliklerin en
O6nemlisidir. Bu degisiklikler glomeriilleri ve tubulointersitisyel alani etkileyen geri

doniiglimsiiz renal hasara sebep olabilir (53).
2.2.2. Subakut nefrotoksisite:

Transplantasyondan sonra glinler-aylar iginde ortaya ¢ikar. Genellikle Tacrolimus
diizeylerindeki ylikselmeye eslik eder. Tacrolimus dozunun azaltilmasiyla olay 3- 14 giin
icinde geriye doner (51). Graft rejeksiyonuyla ayriminin yapilmasi énemlidir (63). Bu agidan

kan diizeyi ve biyopsi yol gosterici olur.
2.2.3. Kronik renal toksisite
En erken tedavinin baglangicindan 30 giin sonra goriiliir. Direkt tubuler ya da glomeruler

hasardan kaynaklanir. Degismez gekilde kalicidir ve dozla ya da ilag diizeyiyle iligkisizdir
(40).



Kronik nefrotoksisite renal disfonksiyonun ilerleyici bir formudur. Kronik nefrotoksisiteye
sebep olan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamigtir. Morfolojik bulgular kronik
tubulointersitisyel hasar, glomerulosklerozis ve arteriol duvarinda fibromukoid birikimini

igerir (51).

Toksik nefropatide, renal biyopside, musinoid intimal kalinlagma ve nodiler hyalin
birikimi olan arteriolar lezyonlar goriiliir (62). Arteriollerde skar, glomeriiler kapillerde
tikanma, ¢izgili intersitisyel fibrozis, ge¢ asamada diffiiz intersitisyél fibrozis ve glomeriiler
skleroza yol agar. Mihatsch ve arkadaglar ¢izgili intersitisyel fibrozis ve tubuler atrofi sonucu
olusan vaskiiler tikanmanin sebebinin arteriolopati oldugunu géstermislerdir (51,62). Tutulan
damarlarin boyutu toksik nefropatiyi kronik rejeksiyondan ayirt etmeye olanak saglar. Renal
toksisite vakalarinda sadece kiiciik damarlar etkilenirken; kronik allograft nefropatisinde
vaskiiler lezyonlar sadece arteriolleri degil; ayrica arkuat ve interlobiiler arterleri de etkiler
(62).

Tablo-3: Kronik yapisal Tacrolimus nefrotoksisitesinde morfolojik bulgular (64)

Kronik yapisal Tacrolimus nefrotoksisitesi
Tubuller Atrofi
Intersitisyum Cizgili intersitisyel fibroz
Arterioller Hyalin veya fibromukoid birikimi
Glomeriil Sklerozis

2.3. Nefrotoksisite Patofizyolojisi

Tacrolimus ile ilgili renal disfonksiyonun kalsindrin inhibisyonuna bagli oldugu
diistiniilmektedir (65). Saglikli dokudaki hiicrelere kalsiyum girigi dihidropiridine duyarli
kalsiyum kanallan araciliftyla denetlenir (66). Kalsindrin inhibisyonu, Ca kanallarim agarak
kalsiyum akigim arttirtr; vaskiiler diiz kas hiicresine kalsiyum girigi ise vazokonstruksiyona
neden olur. Bu nedenle kalsintrin inhibit6rleri, afferent arteriolde vasokonstriiksiyon yaparak
renal kan akiminda azalmaya yol agarlar (67,68,69,70).
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Tacrolimus tedavisi ile olugsan vasokonstriiksiyona ayrica endotelyuma dogrudan toksik
etki ve baz1 medyatorlerin sekresyonu da katkida bulunur. Bu mediyatorler, endotelin, renin,
prostanoidler ve nitrik oksittir (4). Endotelin bilinen en giiglii vazokonstriiktordiir. Tacrolimus
tedavisi, endotelin sekresyonunu sadece kiiltiir endotel hiicrelerinde degil aym1 zamanda
mesengial hiicreler ve tubuler hiicrelerde de arttirir (71,72,73). Ayrica vazokonstriiksiyonda
sempatik sinir sistemi aktivasyonu, prostaglandin metabolizmasinda degisiklikler, nitrik oksit
tiretiminde azalma (74,75) gibi mekanizmalarin da etkili oldugu bildirilmigtir (51)-

Artmug renin immunreaktivitesiyle birlikte jukstaglomeriiler apparat hiperplazisi (76), ve
Tacrolimus ile olusan fonksiyonel ve morfolojik anormalliklerin gelisiminde Na
deplesyonunun kritik bir rol oynamasi1 (77,78) kronik Tacrolimus nefropatisinde renin-
angiotensin sisteminin de rolii oldugunu digilindiirmiistiir (28). RAS aktivasyonu,
angiotensinin sebep oldugu vasokonstruksiyon aracilifiyla mediiller iskemiye katkida
bulunmakta, ayrica Ang II, vasokonstriktif etkisinden bagimsiz mekanizmalarla, renal
biylime faktorii etkisiyle, mesengial ve proksimal tubuler hiicreler iizerinde hipertrofik ve
proliferatif etkiler gostermektedir (28).

Baglangicta GFR’de azalmaya vazokonstriiksiyon sebep olur; bunu daha ge¢ dénemde
kismen biiytime faktorlerinin de sorumlu oldugu, mikrovaskiiler yapida kalinlasma ve
daralma izler (4). Tacrolimus nefrotoksisitesinde vazokonstriiksiyonun sebep oldugu kronik
iskemi, endotelin, TGF-p ve PDGF’in vaskiiler ekspresyonunu arttirir (4). Jukstaglomeriiler
apparatus ve afferent arteriolde de, TGF-B ekspresyonu, Tacrolimus tedavisi ve iskemi
sliresiyle orantili olarak artar (4). Giiclii bir immunosupresif de olan TGF-f’nin, kollajen,
fibronektin gibi ekstraselliller matriks proteinlerinin {iretimini tetikleyerek fibrojenik
Ozelliginin oldugu gosterilmigtir (79). PDGF iskemi olmaksizin da eksprese olabilir. Her iki
biiytime faktérii de 6zellikle iskemide, bagimsiz ya da sinerjik olarak, ya renin sekresyonunu
ya da diiz kas hiicre proliferasyonunu stimiile ederek, vaskiiler duvar daralmasi ve
kalinlagmasinda rol oynayabilir. Renin, TGF-p ve PDGF arasindaki etkilesim ¢ok yonliidiir;
timii jukstaglomeriiler hiicrelerde bulunur (80,81) ve vaskiiler patolojiye katkida bulunurlar.

Tacrolimus ayrica 6zellikle hasarlanmig intimaya trombosit yapismasini arttirir; endotelin
ve tromboksan A2 salimmini ve/veya sentezini, diiz kas hiicre proliferasyonunu arttirir. Bu
etkiler kan akimin1 ve mesengial hiicre fizyolojisini degistirir, béylece hipertansiyona egilimi

arttirtr ve GFR’yi azaltir. Azalmig kan akimi en azindan baglangicta fokal, sonra ¢izgili
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nihayetinde olduk¢a yaygimn intersitisyal fibrozisle sonlamir, bu stirece TGF-B sentezindeki
artig da katkida bulunur (82,83).

Renal disfonksiyona lokal humaral medyator profilindeki degisim de eslik eder (Tablo-4)
ADP ile uyarilmig trombosit agregasyonunun artmasi, tromboplastin {iretimi, faktor VII
sentezi, trombin salimmu PDGF iiretimininde artis gibi mekanizmalarla trombojenisitenin

artmast humoral faktorlere ek olarak vaskiilopatik hasar arttirir.

Tablo-4: Kalsinorin inhibitorlerinin sebep oldugu renal hasarm vaskiilopatik

komponentleri (51)

Vasokonstriikt6riere karg1 lokal vasodilatator liretiminin azalmasi
1 Endotelin
TTGF-B
|Endotelyal-kaynakl relaksasyon faktorii
TLokal renin salinimi
| Prostasiklin
TTromboksan A2
Serbest oksijen radikalleri iiretiminde artig
Sempatik tonusta artig
Kalsiyum bagiml vasokonstriiktor mekanizmalarda artig

Kanin trombojenisitesinde artig
TADP — trombosit agregasyonu

1 Tromboplastin
1 Faktor VII

1 Trombin — {PDGF

Atherojenisitede artig
1 Kolesterol
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2.4. Transforming Growth Factor-p (TGF-B)

TGF-B ¢ok yonli fonksiyonlari olan bir sitokindir. Epitelyal, endotelyal, hemotopoetik,
néronal, ve konnektif doku hiicreleri dahil olmak {izere, hemen hemen viicuttaki her hiicre
TGF-B ve reseptoriinii tretir. TGF-B hiicrelerin proliferasyon ve differansiyasyonu,
embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve angiogenezisi denetler. TGF-§ iiretiminde artma ya da
azalma, ateroskleroz, bsbrek, karaciger ve akcigerin fibrotik hastalifi gibi ¢ok sayida
hastalikla iligkilidir (84).

2.4.1. Yapisi:

Yumusak agarda normal hiicreleri sanki viriislerle transforme edilmis gibi uyardiginin
gozlemlenmesi nedeniyle Transforming Growth Factor-p (TGF-B) verilmistir. TGF-p, bone
morfogenetik protein ve aktivinlerin de yer aldigi dimerik polipeptid biiytime faktor
ailesindendir (84).

TGF-f’nin 3 isoformu vardir. TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3. Her bir isoform farkli bir gen
tarafindan kodlanir ve dokuya 6zgii olarak eksprese edilir. TGF-p1 mRNA’st endotelyal,
hemotopoetik, ve konnektif doku hiicrelerince; TGF-B2 mRNA’s1 epitelyal, ve néronal
hiicrelerce; TGF-B3 mRNA’st primer olaral mezenkimal hiicrelerce eksprese edilir. Geligim
stiresince TGF-B1 ve TGF-B3 morfogenez sirasinda erken dénemde, ve TGF-B2 ise olgun ve
differansiye epitelyumdan ge¢ donemde eksprese edilir. Ug¢ isoformun da memelilerde
yiiksek oranda korunmasi her bir isoformun kritik biyolojik fonksiyonu oldugunu gésterir. Bu
tic isoformun TGF-B reseptrlerine baglanma affiniteleri farklidir ve farelerde her bir

isoformun delesyonu, farkli fenotiplere sebep olur (85).

Her bir TGF- isoformu, TGF-B’ya ilaveten propeptid alan iceren biiyiik bir dncii molekiil
olarak sentez edilir. TGF-B, hiicre tarafindan sekrete edilmeden 6nce bu propeptidden ayrilir,
sekrete edildikten sonra TGF-f’nin ¢ogu, TGF-B kompleksi olarak ektraselliiler matrikste
depolanir. TGF-f’nin proteine bagli bulunmasi, reseptSriine baglanmasim onler. In vivo
olarak, TGF-B, ¢ok islevli matriks glikoproteini trombospondin-1 ile kompleks yapmig halde
salimir. TGF-B, kompleksin plasmin aracilifiyla pargalanmas: ile aktive olur. TGF-f ve
reseptorlerinin ¢ogunun hiicrede olmasindan dolayi, bu aktivasyon TGF-f etkisindeki kritik
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diizenleyici adimdir. Bu siirecin istisnasi trombositlerdir; TGF-p trombositlerde intraselliiler
graniiller halinde depolanir ve trombosit aktivasyonu ile saluur (84).

TGF-B hiicre ylizeyinde yer alan tip I, tip II, tip III olarak bilinen reseptorlere yiiksek
affinite ile baglanarak selliiler olaylarn diizenler. Tip I ve Tip II reseptdrler Smad olarak
bilinen birkag transkripsiyon faktoriinii fosforilleyerek intraselliiler sinyali baglatan serin-
treonin kinaz aktivitesi goOsteren intraselliiler kisim igerirler. Buglin 10 Smad proteini
tammmlanmugtir; TGF-B’nin reseptorlere baglanmasi ile aktif hale gelen bu proteinlerin bir
kismi TGF-B sinyalinin iletiminden (Smad2 ve Smad3), bir kismu ise kaskadin kendi
igindeki inhibisyonundan (Smad 6 ve Smad 7) sorumludur. TGF-f ayrica mitojenle aktive
edilmis ve stres ile aktive edilmis protein kinaz yollar aracilifiyla da etki yapar (84).

2.4.2. Biyolojik etkileri
2.4.2.1. Ektraselliiler matriks proteinleri iizerinde TGF-B’nn etkileri

Ekstraselliller matriksin yapisal destek, selliiler adezyon, sivi ve makromolekiillerin
hareketine karg1 bariyer saglamak gibi dnemli fonksiyonlar1 vardir. Her bir doku tipinde 6zel
matriks toplanmasi doku fonksiyonlarinin 6zellesmesine katkida bulunur. Bu 6zgiin doku
fonksiyonlar1 6zel ekstraselliiler matriks proteinleri ile basarilir. TGF-B ekstraselliiler matriks
{iretimi ve depozisyonunun en gii¢lii diizenleyicilerinden biridir. Iki major mekanizma ile
ekstraselliiler matriksin adhesif 6zelliklerini etkiler ve Giretimini uyarir (86). Birincisi, TGF-B,
fibroblastlar1 ve ekstraselliiler matriks proteinlerini, kollajen, fibronektin, ve integrin gibi
hiicre adezyon proteinlerini ireten diger hiicreleri uyanr. Ikincisi TGF-B; kollajenaz,
heparinaz ve stromelysin gibi, ekstraselliiler matriks degradasyonu yapan enzimlerin iiretimini
azaltir; plasminogen-activator inhibitor type I ve metalloproteaszlarin doku inhibitorleri gibi
ekstraselliiler matriks degradasyonu yapan inhibitér enzimlerin proteinlerinin sentezini arttirir.
Bu degisikliklerin net etkisi ekstraselliiler matriks proteinlerinin sentezini arttirmak ve
hiicreye 6zgii olarak da, hiicrelerin adhesif 6zelliklerini arttirmak ya da azaltmaktir. Normal
eriskin hayvanlarda matriks proteinlerinin yikimi ve yapim: dengededir; bu denge TGF-B’nin
ve diger sitokinlerin selliiler etkileri ile kontrol edilir (84).

TGF-B immun sistemi baskilayip ektraselliiler matriks komponentlerini uyardigindan yara
iyilesmesi ve doku onariminda esansiyel bir role sahiptir; bununla birlikte TGF-f’nin asin
tiretilmesi ve skar dokusunun agir1 birikimi fibrozise sebep olabilir (87). Hayvanlarda TGF-
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p’mn fazla iiretimi bébrek, karaciger ve akcigerde fibrozise sebep olur (84). Insanlarda da
TGF-B birgok organin fibrozisine katkida bulunur (88).

TGF-B mRNA ekspresyonu ve TGF-B tiretimi IgA nefropatisi, fokal ve segmental
glomeriilonefrit, lupus nefriti ve diyabetik ve insan immiin yetersizlik viriisiine (HIV) baglt
nefropatide artmugtir. TGF-B1 gen polimorfizmi insanlarda ekspresyon diizeyini diizenler
(89,90,91). Bu polimorfizmler kisinin fibrotik hastaliga egiliminde rol oynayabilir (84).

Gerilim
Ang Il  Glukoz

Akim
Yiklenme Radyasyon AGE

Doku hasari . X

\llll?ﬁ

Parenimal hiicreler
M®, L®, trombositler

l Aktivatdrler
Plasmin

TGF-p <g— Thrombospondin

ROS
Matriks protein/ ) \

sentezinde artma Matriks proteinaz
aktivitesinde azalma
Fibrozis

Sekil-3: Doku fibrozisinde TGF-p’nin rolii.

TGF-B gen ekspresyonunu, protein ekspresyonunu, ya da parenkimal hiicreler, doku makrofajlariMo) ve
lenfositlerin(Lo) aktivitesini arttirarak fibrozise yol agan ¢egitli faktorler. AIl: Angiotensin II; TX:
Tromboksan; AGE: Ileri glikozillenmis son tiriinler; ROS: Reaktif oksijen tiirleri (88)
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Akciger ve bobrek transplantasyonu yapilmig kronik rejeksiyonlu hastalarda dokuda TGF-$
ekspresyonu artmugtir (88). CsA ve Tac gibi kalsindrin inhibitorii ilaglarin kullanilmasinin
TGF-f’y1 arttirdigt hayvan modellerinde gosterilmigtir. CsA, kiiltiir tubuler epitelyum
hiicrelerinde TGF-f iiretimini stimiile eder (88). Tacrolimus nefrotoksisitesinde de vaskiiler

TGF- ekspresyonunun arttigs gésterilmistir (4).

2.4.2.2. TGF-p ve angiotensin arasmdaki etkilesim

Ang II hem renal hem de kardiyavaskiiler hastaliklarda patogeneﬁk faktor olarak
suglanmaktadir. Son zamanlarda Ang II nin, proksimal tubuler hiicrelerde selliiler hipertrofiyi,
kollajen IV mRNA ekspresyonu ve protein sentezini stimiile eden lokal biiyiime faktor
fonsiyonu ve sican mesengial hiicrelerinde biglikan, fibronektin, kollajen I mRNA ve
proteinini uyardigi gosterilmistir. Ang II'nin biiylime faktdr fonksiyonlarimin ¢ogu TGF-
aracilig iledir. Kiiltiir mesengial hiicrelerine Ang II eklenmesi, TGF-p mRNA ve aktif TGF-8
proteinini arttirir. Ayrica Ang II’nin matriks protein sentezi {izerindeki stimulatér etkileri
TGF-B notralize eden antikorlarin eklenmesi ile bloke edilebilir. Ang II’nin kardiak endotel
hiicreleri ve fibroblastlardan TGF- tiretimini stimiile etmesi, sistemik hipertansiyonun eslik
ettigi kardiyak hipertrofi ve vaskiiler yeniden yapilanmada (remodeling), All- TGF-$ aksinin
Onemli bir rol oynadifimi gosterir. Angiotensin doniistiirlicli enzim inhibitérleri kalp ve
bébrekte hem hemodinamik mekanizmalarla basing ve akimi azaltarak, hem de antifibrotik
mekanizmalarla fibrozisi azaltir (88).

2.5. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

Platelet-derived growth faktér (PDGF), 30 yil kadar 6nce (92) trombositlerden izole
edilmistir (93). Cogu konnektif hiicre tipi {izerinde mitojenik ve kemotaktik aktivite gésteren
ve yaygin olarak eksprese edilen bir biiytime faktériidiir (94).

Hiicre proliferasyonunu, hiicre migrasyonunu ve ekstraselliiler matriks sentezini uyarir.
Deneysel glomeriilonefritlerde mesengial hiicre proliferasyonu i¢in 6nemli bir biiyiime
faktoriidiir. PDGF bobrekte mesengial hiicreler, endotelyal hiicreler, kalint1 bbrek modelinde
makrofajlar ve diiz kas hiicreleri tarafindan sentez edilir. Floege ve arkadaslari glomeriiler
ekspresyonun glomerulosklerozdan dnce oldugunu géstermistir. Insan bobreginde PDGF ve
PDGF reseptorii ekspresyonunun otokrin ya da parakrin bir medyatdr olarak
glomerulonefritteki glomeriiler hasara katildigi ¢cok sayida yayinda bildirilmigtir (93).
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2.5.1. Yapisi:

PDGF ailesi iki polipeptid zincirden olusan 3 proteini igerir (94). A ve B polipeptid
zincirleri disiilfit baglariyla homo ve heterodimerler olusturarak PDGF’nin {i¢ izoformunu
(PDGF-AA, -AB, -BB) olusturur (94,95). iki cesit PDGF reseptér proteini mevcuttur.
PDGFR-a, PDGFRB. Her iki reseptor de, biiylime faktorii reseptorlerinin protein tirozin
kinaz ailesinin tiyesidirler (95). '

PDGF farkl hiicre tiplerinde migrasyon, proliferasyon ve differensiyasyonu indiikler (92).
Onkogenez (95), yara iyilesmesi (96), ve ateroskelerozda rol oynadig: gibi (97), embriyonik
renal gelisimde de rolii vardir (98,99).

2.5.3. PDGF ve biobrek

PDGF hem insan hastaliklarinda hem de deneysel modellerde progresif renal hasar
patogenezinde sik¢a suglanmaktadir. PDGF artmis ekpresyonunun glomeriiler ve diger renal
hastaliklardaki patolojik 6nemi daha 6nce bildirilmigtir (100).

PDGF, hem renal hiicreler ve hem de gé¢ yoluyla gelen makrofajlar tarafindan sentezlenir.
PDGF etkileri mesengiyal hiicre proliferasyonunu stimiile etmek, ekstraselliiler matriks
(ECM) sentezini arttirmak ve TGF-f’nin ekspresyonunu arttirmaktir. Ayrica, angiotensin II
endotelin, inflamatuar sitokinler, ileri glikozillenmig son firiinleri igeren, renal hastalikta
suclanan g¢esitli faktorlere cevap olarak da, PDGF diizeyleri artar (100).

2.6. Bone morphogenetic protein-7 (BMP-7)

Son 20 yil iginde TGF-B ailesine mensup, bir ¢ok organin olusum siirecinde kritik rol
oynayan "bone morphogenetic protein" (BMP) adinda bir alt grup tammlanmigtir. Otuzdan
fazla tiyesi bulunan TGF-B ailesinin 2/3’iinden fazlasim BMP’ler olugturur. BMP’ler
osteojenik proteinler (OP), kartilajdan tiireyen morfogenetik proteinler (CDMP) ya da
biiytime ve farklilasma faktorleri (GDF) olarak da adlandirilirlar (101).

Hemotopoetik kemik elementlerinin bulundudu ekstraaksiyal iskelet kemikleri gibi
kemiklerde, endokondrial kemik dokusunun formasyonunda rol oynadiklarindan kemik
morfogenetik proteini (bone morfogenetik protein) olarak adlandirlirlar (16). Bu proteinlerin
taninmasi, ekspresyon bigimleri ve fizyolojik fonksiyonlari, sadece iskelet gelisiminde rol
oynamadiklarm g6stermistir (102,103). BMP-7’nin embriyonik gelisim siiresince yaygin
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olarak eksprese edildigini ve iskelet, g6z, bobrek, kardiyovaskiiler gelisimde kritik rol
oynadigim gdsteren ¢ok sayida hayvan g¢aligmasi bulunmaktadir (104-109). Insan BMP-7
geni 20. kromozomun 5° bélgesinde yerlesmistir (110).

2.6.1. Yapisi: BMP-7 sistein aminoasitleri arasindaki distilfit baglariyla birbirine baglanmig
birbirininin ayni iki proteininin (monomer) birlesmesiyle olusmus bir dimerdir (111). Kemik
morfogenetik proteinleri biiylik oncii proteinler olarak sentez edilirler (15). Arg-X-X Arg
baglantisnin karboksiterminallerinden proteolitik olarak ayrilarak olusturulurlar. Iki TGF-B
ailesi liyesi olan TGF-B2 and BMP-7nin kristal yapisinin analizinde, ailenin tiim iiyelerinde
degismez sekilde, C-terminal bolgede yerlesen 6 sistin reziidiisii igeren sistein bagimn

monomerin merkezini olugturdugu gériiliir (112,113).

BMP’lerin sinyal fonksiyonunu yerine getirmek i¢in ilgili resept6re baglanmalarim takiben
tetiklenen yolak Sekil-4’de gosterilmektedir.

2.6.3. BMP-7 ve biobrek:

BMP-7 bobrek gelisiminde anahtar bir morfojenik sinyaldir (107). Daha ¢ok bobrekte
olmak tizere (115,116), erigkin memelilerde de bir ¢ok hiicreden (107,108) iiretilmeye devam
eder (86,114,117,118) ayrica dolasimda da bulunur (116). Metanefronlarin olusumu ve
formasyonunda kritik rol oynar (16). BMP-7 ekspresyonunun, iireterik tomurcugun
dallanmasmin  koordinasyonunda, mezenkimin yogunlagmast ve renal epitelyum
formasyonunda gerekli oldugu goriilmiigtir (106,107). Farelerde BMP-7 delesyonu
metanefrik mezenkimin differansiyasyonunda yetersizlige ve iireterik tomurcugun etrafinda
mezenkimal hiicre kondansasyonunda kayiba yol agar; bunun sonucunda, glomeriiler ve
tubuler agenezi ve ciddi hipoplastik bobrekler ortaya gikar (107,108,117). BMP-7 delesyonu
olan farelerde dogumda nefron sayis1 azalmugtir, bu hayvanlar letal polikistik hastahk
geligtirerek dogumdan kisa siire sonra iiremi sebebiyle oliirler (106,116). BMP-7 yoklugu
bobrek morfogenezisinde yetersizlikle karakterizedir; histolojik kesitlerde normal farelerde
yaklagik 100 glomeriil bulunurken BMP-7 yoklugunda 3’den daha az glomeriil igeren kiigiik
disgenik bobrek olugur (15). Molekiiler analizler BMP-7’nin en erken glomeriil
indiikleyicilerden biri oldugunu géstermistir.
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Ekstraselliiler

Sitozol

Nitkleus
membrani
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TGF -f hedef gen

Sekil-4: BMP-7 ve TGF-p sinyal yolag: arasmdaki etkilegim. 1) Bone morfogenetik proteinler
tip II reseptore baglanir, BMPR-II BMPR-I ile bir araya gelerek heterodimer olusturur. 2) BMPR-II BMPR-I'in
kinaz pargasim foforiller ve fosforillenmis BMPR-I sirasiyla regiilator (diizenleyici) Smadlan fosforiller(R-
Smadlar: Smadl, Smad5 ve Smad 8) Bu basamak inhibitér Smadlarla bloke edilebilir.(I-Smadlar: Smad6 ve
Smad7) 3) Fosforillenmis R-Smadlar Smad4 ile heterodimer olusturur ve nukleusa gelir ve burada nitkleer
baglayici faktorle (NBF) birlegir. 4) Uygun DNA cevap elementi ile etkilesmeden once 5) Hedef genin
transkripsiyonunu uyarir ya da baskilar. Bu gekilde BMP-7’nin Smad6’nin ekspresyonunu arttirarak hem kendi
ekspresyonunu hem de transforming growth faktor-B (TGF-$)’ya yamt olarak olugan sinyal yolagma analog
sekilde diger hedef genlerin ekspresyonunu azaltir (114).
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Erigkin sicanlarda BMP-7 ekspresyonu daha ¢ok toplayici tubullerde az miktarda ise
glomeriiller ve renal arterlerin adventisya tabakasinda goriilmektedir (115). Renal kortekste
medulladan daha fazla olmak tizere BMP-7 ‘nin baglandif1 reseptorler mevcuttur. Ek olarak
isaretlenmis BMP-7 digaridan verildiginde bu dokulara baglanmig (117) , béylece BMP-7"nin
tubuler epitelyum ve glomeriil farklilagmasinin devamim saglamada giiclii otokrin ve
parakrin etkileri oldugu gosterilmigtir. Proksimal tubul, glomeriiliis, ve toplayici tubullerde
yiiksek derecede 6zgiinliik tagiyan BMP-7 tip II reseptérlerinin saptanmasi, BMP-7’nin bu
alanlardaki 6zgiin fizyolojik roliinii desteklemistir (16).

Bosukanda ve arkadaglan tarafindan radyoaktif isaretli BMP-7'nin sigan bébregindeki
biyodagilim g¢aligmalar1 ile bu reseptorler tammlanmugtir (117). Renal korteksteki tutulum
medulladan belirgin olarak daha fazladir. Isaretli BM7'nin ¢ogunlugu renal kortekste,
glomertiil ve ona komgu kivrimli tubulde, medullada ise toplayici tubullerde tutulmugtur.

BMP-7, akut ve kronik bobrek yetmezligi modelinde bobrek fonksiyonunun devam
ettirilmesini saglayabilmektedir. Her iki modelde de BMP-7 tedavisi siirviyi ve tubuler
interstisyumdaki nétrofil birikimini belirgin olarak azaltmak dahil histolojik parametreleri
diizeltir. Veriler embriyonik bébrek olugumunun tam olmas: igin BMP-7 gerektigini ve
bobrek gelisiminde ve patofizyolojisinde BMP-7’nin farklilagsma ve devam faktorii olarak etki
yaptigint gostermigtir (15). Bu sebeplerden dolayr BMP-7 eksikliginin akut ve progresif renal
hastalikta Snemli olabilecegi diisiiniilmiis ve akut iskemik hasar, tubulointersitisyel fibrozis,
diyabetik nefropati, lupus nefriti, renal osteodistrofi, vaskiiler kalsifikasyon gibi ¢cok sayidaki
renal hastalikta, hayvan modelinde BMP-7nin rolii aragtirilmigtir (16).

Akut iskemik renal hasar modelinde, BMP-7 ile tedavi edilen hayvanlarda renal-
fonksiyonda (serum kan fire nitrojeni ve kreatinin) ve sagkalimda diizelme; histokimyasal
olarak ise tubuler nekroz ve doku infarktinda azalma, interselliiler adezyon molekiilii-1
ekspresyonunda azalma, nétrofil infiltrasyonu ve aktivitesinde azalma, ve iyilesme doneminde

apopitoziste azalma saptanmigtir (118).

Kemirgen hayvanlarda (rodent) unilateral obstruksiyon modelinde obstruksiyonla aym anda
baglanarak 5 giin siireyle verilen BMP-7’nin renal fonksiyonu korudugu, tubuler atrofiyi
Onledigi ve obstruksiyondan sonraki ilk 5 giin iginde gelisen tubulointersitisyel inflamasyon

ve fibrozisi azalttifi gosterilmigtir. BMP-7, apopitozunun uyariimasim engelleyerek renal
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tubuler epitelyal  Dbiitiinliiglin =~ devamimt  saglamig ve  epitelyal-mesenkimal
transdiferansiyasyonu inhibe (15,119) etmistir (17).

BMP-7’nin bobrekte tantmlanmus etkileri $6yle 6zetlenebilir:

1. BMP-7’nin TGF-B etkilerini antagonize eden Smad6’nin aktivasyonu yoluyla vaskiiler
diiz kas hiicresi (120,121,122) ve mesengial hiicreler tizerinde (123) TGF-p’nin
profibrojenik etkilerini bloke etmesi

2. Apopitozise ugrayan hiicre sayisinin azaltilmast: Unilateral tireteral obstriiksiyonlu sigan
modelinde (119) ve iskeminin sebep oldugu akut renal yetmezlikli siganlarda (118) BMP-
7 apopitozise ugrayan hiicrelerin sayisin1 azaltmigtir.

3. Proinflamatuar sitokin (TNF-a) ve kemokin salimmim azaltmak yoluyla baglangigtaki
hasarn takiben olusan inflamatuar kaskadin ve nihayetinde gelisen fibrozisin
smirlandirilmas: (124)

4. Endotelin (ET-2), HO1 (hemoksijenaz-1) ve ADORA1 (Adenozin reseptdr Al) tizerindeki

etkileri yoluyla renal kan akiminin korunmasina yardim etmesi (124)
2.7. Interleukin-6

IL- 6 ¢ok gesitli biyolojik aktiviteleri olan sitokinlerin bir baska tipik 6rnegidir (125). T
hiicreleri, B hiicreleri, monositler, fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler, mesengial
hiicreler ve baz1 tiimor hiicreleri gibi lenfoid ve lenfoid olmayan ¢esitli hiicre tiplerinde
infeksiyon, travma siiresince ve immunolojik uyari durumlarinda {iretilir (125). IL-6’nin ¢ok
cesitli fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 bu sitokinin aktivitesini tammlamak i¢in interferon-
B2, hepatosit-uyaric1 fakt6r, sitotoksik T hiicre differensiyasyon fakt6rii, B hiicre
differensiyasyon faktorii, nérotropin 2, B hiicre uyarici faktor 3 gibi ¢esitli isimler
kullanilmugtir (126).

2.7.1. Yapsi
Hiicre i¢i sinyal iletisi reseptorlerine baglandiktan sonra gp130 iligkili sitoplazmik tirozin

kinazlarin ( JAK1, JAK2, JAK3) aktivasyonu ve STAT1 ve STAT 3 iin fosforilasyonu
yoluyla gergeklesir. ( 94; 23, 26)
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2.7.2. Biyolojik etkileri:

IL-6, IL-2 reseptér ekspresyonunu ve IL-2 dretimini arttirmak yoluyla T hiicre

biiylimesini ve sitotoksik T lenfositlerinin differansiyasyonunu indiikler (129). IL-6’nin
diger biyolojik etkileri (129,130,131,132,133) Tablo-5’de 6zetlenmigtir.

2.7.3. IL.-6 ve biobrek:

[L-6’nin glomeriiler hiicreler tizerinde proliferatif etkileri olabilecegi, insan IL-6 éenomik
genini tagiyan transgenik farelerde, ciddi mesengial proliferasyon ve matriks genislemesinin
saptanmasi ile gosterilmis (134,135) ve bu modelde fazla IL-6 iiretimi membranoproliferatif
glomeriilonefrit (MPGN) olusmasina sebep olmustur. In vivo ve in vitro ¢aligmalar IL-6’nin
mesengial hiicre proliferasyonunun otokrin bir diizenleyicisi oldugunu desteklemistir (136).
Mesengial hiicreler tarafindan IL 6 iiretimi, bazi proinflamatuar sitokinler (TNF-alfa, PDGF,
IL-1..vs) ve bakteriyal lipopolisakkaritler ile arttirilir; fakat tip I kollajen gibi ekstraselliiler
matriks komponentleri tarafindan azaltilir (136,137).

Tablo-5: Interleukin-6’nin etkileri (133)

Hematolojik
Multipotent hematopoetik progenitdrlerin proliferasyonu
Myelom ve plasmasitomda hiicre biiylimesi
Immunolojik
B hiicrelerinin differansasyonu ve maturasyonu( B-hiicre-stimulating factor-2)
B hiicrelerinden immiinglobulin tiretimi
T hiicrelerinin proliferasyonu ve differansasyonu
Hepatik
Hepatosit stimiilasyonu
Akut faz yamitinin ¢esitli genlerinin indiiksiyonu( C-reaktif protein, haptoglobulin,
fibrinojen)
Norolojik
Sinir hiicre differansasyonu
Gliosis( transgenik farelerde)
Kardiyak
Miyokardiyal hipertrofi
Endokrin
Termogenezisin stimulasyonu( endojen pirojen)
Hipotalamik-pitiiiter-adrenal aksin stimulasyonu
Vasopressin sekresyonunun stimulasyonu
Growth hormon sekresyonunun stimulasyonu
Tiroid aksinin supresyonu
Serum lipid diizeyinin supresyonu
Osteoporozis( postmenapozal ya da hipogonadizmden dolay:)
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2.7.4. IL-6 ve Angiotensin II iliskisi

Ang II, mesengial ve diiz kas hiicre kiiltiirlerinde IL-6’min salimmimi ve mRNA
ekspresyonunu arttirir (138,139). Ortega ve arkadaglari, Ang II infiizyonunun siganlarda IL-6
tiretiminin arttirdifini, mesengial hiicreler agirhkta olmak iizere glomeriiler hiicrelerde,
tubuler hiicrelerde, ve renal arterlerde (ana olarak vaskiiler diiz kas hiicreleri) IL-6 eksprese
edildigini, bdylece Ang II’nin in vivo olarak IL-6 iiretimini arttirdigin1 gosterilmislerdir. Anti
IL-6 reseptor antikorlartyla IL-6 sinyalinin blokaji Ang II’nin tetikledigi hiicre
proliferasyonunu azaltir (138).

2.8. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktdrii (VEGF-A ya da VEGF) eskiden vaskulotropin ya da
vascular permeabilite faktorii (VPF) olarak da adlandirilan, VEGF-B,-C,-D, -E ve plasenta
growth faktorii igeren multipotent sitokin ailesine mensuptur (140). Anterior hipofizin
follikiiler hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri, mesengiyal hiicreler, monositler, fibroblastlar,
keratinositler, osteoblastlar, astrositler, tiimor hiicreleri gibi pek ¢ok hiicre tipinde VEGF
tretilir (141).

2.8.1. Yapisi:

Insanda igerdikleri aminoasit sayilarma gére farkh, en az 6 izoformu vardir VEGF 121,
VEGF 165 ve VEGF 189 en ¢ok eksprese edilen isoformdur (140). VEGF reseptér-1 (Flt-1)
ve VEGEF reseptor-2 ( Flk-1) adinda 2 adet (141) yiiksek affiniteli transmembran tirozin
kinaz reseptorii vardir (140). VEGF bir gok etkisine VEGF-R2 aracilik eder (142).

2.8.2. Biyolojik etkileri:

VEGF, endotelyal hiicrelerde endotelyal nitrik oksit sentaz (NOS3) ekspresyonunu ve
nitrik oksit {iretimini arttirir. Nitrik oksit de negatif geri dongii mekanizmasi ile VEGF
Giretimini azaltir. VEGF’nin biyolojik etkilerini nitrik oksit araciligiyla gergeklestirdigini

gosteren ¢ok sayida caligma vardir (140).

Hipoksi VEGF ekspresyonu ve/veya iiretimi i¢in ana stimulustur. Ayrica, epidermal growth
faktor, insiilin-like growth faktor (IGF-1), TGF-B, PDGF, , angiotensin II, IL-1 ve IL-6 gibi
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bliyime faktorleri ve sitokinler de VEGF ekspresyonunu arttirirlar. VEGF ayrica
prostoglandinler, mekanik stres, hiperglisemi, ileri glikozillenmis son iiriinler(AGE) , protein
kinaz C (PKC) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile de indiiklenebilir (140).

VEGF endotelyal hiicre proliferasyonunu ve differansiyasyonunu stimiile eder, vaskiiler
gegirgenligi arttirir, endotelyum-bagimli vazodilatasyona aracilik eder, endotelyal apopitozisi
onlemek yoluyla vaskiiler sagkalimi destekler. Ek olarak VEGF plasminojen aktivatér,
plasminojen activatér inhibitor-1, interstisyel kollajenaz gibi matriks yeniden yapilanmasinda
onemli faktorleri uyarir, monosit kemotaksisini ve adezyon molekiilleri ekspresyonunu arttirir
(140).

2.8.3. VEGF ve bobrek

Kemirgen hayvanlarda ve insan bdbreginde, VEGF mRNA’s1 ve/veya proteini baskin
olarak glomeriiler podositlerde, distal tubullerde ve toplayici duktuslarda ve daha az miktarda
bazi proksimal tubullerde saptanir. Insan bobreginde, VEGFR1 ve VEGFR 2, baskin olarak
preglomeriiler, glomeriiler, ve peritubuler endotelyal hiicrelerde bulunur. Filtrasyon
bariyerindeki  stratejik lokalizasyonu ve mikrovaskiiler gegirgenligi arttiran etkileri,
VEGF’nin normal erigkin bobreginde glomeriiler gegirgenligi kontrol ettigi ve patolojik
durumlarda proteiniiriyi indtikledigi yorumuna yol agmugtir (140).

Tubuler hiicreler, hipoksi ya da hasara, VEGF tiretimi ile yanit verirler; VEGF, peritubuler
kapillerlerin proliferasyonunu stimiile ederek tubuler hasari onarir (140); bu sebeple
VEGF’nin doku iskemi stiresince endotel hiicreleri i¢in proliferatif ‘sagkalime: faktér’oldugu
kabul edilir (143,144).

VEGF normal nefrogenezis i¢in de 6nemli bir fakt6rdiir (144). In vivo nétralize antikorlarla
VEGF aktivitesinin supresyonu, glomeriilogenezisi ciddi gekilde kesintiye ugratir. VEGF’in
olmadif1 ortamda, tipik olarak endotelyal hiicrelerin olmadigi, anormal bir glomeriil yapisi
vardir; glomeruliin kapiller liimeni tam olarak kaybolmustur ya da gelisim siiresince
yetersizdir. VEGF sisteminin bir ¢ok nefropati tipinde etkilendigi gosterilmis olup (145)
VEGF’#i manipiile eden girigsimlerin terapStik agidan faydali olabilecegi 6ne siiriilmiigtiir
(140).
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2.9. Renin angiotensin sistemi (RAS)

Renin angiotensin sistemi (RAS), vaskiiler tonus, sivi ve elektrolit dengesi ve sempatik
sinir sistemi {izerindeki etkileriyle kardiyovaskiiler homeostazda rol oynayan bir enzim

kaskadidir. (146) Viicutta angiotensin iireten 2 sistem vardir (29).

2.9.1. Hormonal RAS:

Dolagimdaki renin, angiotensinogenin angiotensin I’e doniigiimiinii katalize eder.
Angiotensin geni karacigerde eksprese edilir ve sentezlenerek dolagima salmr. Renin
aktivitesiyle olusturulan angiotensin I  vasoinaktif bir dekapeptiddir. Angiotensin-I in
Angiotensin-II ye doniisiimii RAS yolagindaki anahtar reaksiyondur; ve giiclii bir
vazokonstriiktér olan Ang II'yi olusturur. Reaksiyon dipeptidil karboksilaz fonksiyonuna
sahip ¢inkolu bir metallopeptidaz olan angiotensin doniistiiriici enzim (ACE) tarafindan
katalizlenir (147). Hormonal fonksiyon yapan asil angiotensin, angiotensin II (Ang II)’dir ve
angiotensin dendiginde de bu madde anlagilir (29).

2.9.2. Doku renin angiotensin sistemi(DRAS):

Bu sistem normal sartlarda plazmadan aldig: bdbrek kaynakl renini kullanir (29). Doku
RAS’nin anahtar komponenti tipki dolasimdaki RAS gibi ACE’dir. DRAS damar, kalp,
bobrek ve beyinde bulunur; bu dokularda DRAS ile iiretilen angiotensin II, otokrin, parakrin
ve intrakrin etkilere aracilik eder (146). DRAS en yogun sekilde bébrekte bulunur ve bébrek
damar yatag rezistansimn uzun vadeli diizenlenmesine katkida bulunarak (29) glomeriiler
filtrasyonu etkiler (148).

Asagida gerek dolasan gerekse doku RAS sistemini olusturan renin, anjiotensin ve

anjiotensin doniistiiriicti enzimin temel dzellikleri 6zetlenmistir.

2.9.3. Renin:

Renin bir asit proteaz tiirtidiir (149). Bobreklerde, renin, afferent ve efferent arteriollerin
glomeriile girip ¢iktiklar1 kavsakta yerlesmis bir hiicre kompleksi olan jukstaglomeriiler
aygitta (29) sentezlenir, depolanir ve dolagima salinir (147).

Bobregin renin sekresyonunun denetlenmesinde, distal tubuluslardaki NaCl diizeyine
duyarli 6zellesmis bir hiicre grubundan olusan makula densa 6nemli rol oynar. Distal
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tubulusa ulagan NaCl miktarindaki artis bu hiicre grubunu uyararak negatif geri bildirim ile,
jukstaglomertiler hiicrelerin negatif geri bildirim denetimini aktiflestirir, ve renin {iretimi
inhibe olur (147).

2.9.4. Angiotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE)

Angiotensinojen karacigerde sentez edilerek dolagima salimir (147). Angiotensinojen
iizerine reninin etkisi sonucu (29), vasokonstriiktif 6zelligi olmayan (147) angiotensin I (Ang
D) olugur. Ang I’in giiclii vasokonstriktif 6zellige sahip Ang II’ye d6niisiimii, RAS yolaginin
anahtar reaksiyonudur. Bu reaksiyon, angiotensin doniistiiriici enzim (ACE; kininaz II)
tarafindan katalize edilir (29). Aktivitesi gbrece diigiik olan Ang I’in aktivitesi, ACE ile Ang
II’ye doniigiince 100 kat artar (150). Sekil-5’te RAS kaskadi goriilmektedir.

Daoniistiiriici enzim, damar endotel hiicrelerinde tiretilir. Kapiller damarlardan zengin bir
organ olan akcigerde fazla miktarda (29); ayrica bobrekler, beyin, adrenal bezler, overler ve
muhtemelen diger dokularda da bulunmaktadir (151). Bobrekte glomeriillerin endotelinde,
jukstaglomeriiler apparatta ve ayrica proksimal tubuluslarin apikal yiiziinde de bulunur (29).

.. r——  Angiotensinogen
Alternatif .
.
Kimaz v Bradikinin Substans P,
Katepsin G =~ Angiotensin I Enkefalinler, Diger Peptidler
tPA
tCOA.G E 7" Angiotensin-donistiirct
nin ¥ enzim (ACE)

3 Angiotensin II X Inaktif fragmanlar

AT1 reseptor
antogonistleri

ACE inhibitdrleri

Vazokonstritksiyon

Su-tuz emilimi

Aldesteron salinim

Sempatik aktivasyon

Hucre bityimesi ve proliferasyon

Sekil-5: Renin-angiotensin sisteminin biyoenzimik kaskadi (146)
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ACE aynica bradikinin C ucundan iki aminoasiti (fenilalanin-arjinin) kopararak onu
inaktive eder (29). Boylece ACE enzimatik aktivitesi iki etkiyle sonuglanr:
Vasokonstritkktér/pressor bir ajanin (Ang II) aktivasyonu ve vasodilatatér bir ajanin
(bradikinin) inaktivasyonu (147).

2.9.5.Angiotensin II reseptorleri

Ang 1II tipl (AT1) ve tip2 (AT2) Ang II reseptdriine baglanmak siiretiyle etkisini gosterir.
(29,147) Iiki reseptér tipinin uyarilmalariyla olusan farkl: etkiler Tablo-6’da gosterilmigtir.

Tablo-6: AT1 ve AT2 reseptorlerin araciligi ile olusan anjiotensin etkileri (29,152)

ATI reseptorler AT2 reseptorler
Kan basinci yiikselmesi( vasokonstruksiyon) Antimitojenik etki ( myokard ve damar diiz
Aldesteron salgilanmasi kas hiicresi proliferasyonunun engellenmesi)

(sodyum tutulmasi ve potasyum kaybi) Hiicre farklilagmasi ve apopitozis
Renin salgilanmasimin baskilanmasi Doku onarim:

(negatif feedback kontrol) Fetusta bobrek ve idrar yolu gelismesi

Miyokard ve damar diiz kas hipertrofisi Vasodilatasyon(muhtemelen nitrik oksit aracihigiyla)
Tuz istah1 artmast ve vasopresssin salgilanmast Basing/natriliresis kontrolii
Sempatik sinir sistemi uyariimasi Bobrekte prostoglandinlerin,bradikininin ve nitrik
Endotelin sentez/ saliverilmesinde artma oksit uyartlmasi

Damar ve miyokarda fibrozis

Miyokardiyal kontraktilitede artma
Aritmileri inditkleme

Plasminojen aktivitor inhibitdr-1 uyarilmasi

Superoksit olusumunun uyarilmasi

2.9.6. Angiotensin II’nin Biyolojik Etkileri

Angiotensin, bilinen en giiclii vasokonstriiktérlerden biridir (29). Damar diiz kas
hiicrelerinde kasilmaya yol agarak periferik damar direncini ve sistemik kan basincim arttirir
(29,146). Ang II kardiyak miyositler, fibroblastlar ve vaskiiler diiz kas hiicreleri {izerinde
hiicre biiytimesi ve proliferasyonuna aracilik eder. Ang II fibroblast biiyiime faktorii, TGF-B1,
PDGF gibi ¢esitli endojen biiytime faktorlerinin ekspresyonunu ve salimmum indiikler (146).
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Ang II adrenal bezde zona glomerulosa’ya etki ederek, aldosteron biyosentezini ve
sekresyonunu uyarir; aldosteron fiiretiminde bu mekanizma en Onemli yoldur. Bdylece
sodyum ve su dengesinin diizenlenmesinde Onemli rol oynarlar. Ang II ile uyarilan
mimeralokortikoid salinimi, Na emilimini artirirken, potasyum atilimim da arttirir. Ang II
adrenal medulladan katakolamin salinimini da stimiile eder (146)

Bobrekteki afferent ve efferent arterioller, angiotensininin biiziicii etkisine en duyarli olan
damar segmentidir. Intraventz olarak uygulanan Ang Il , diger damar yataklarini etkilemeyen
ve kan basincim yiikseltmeyen dozlarda bile renal kan akimu, glomeriiler filtrasyon hizi ve
sodyum itrahinda belirgin azalma yapar. Efferent arterioller angiotensine afferent
arteriollerden daha duyarlidir (29). Renal Ang II bobrekte proksimal tubulde sodyum ve su
reabsorbsiyonunu diizenler ve macula densa hiicrelerinden renin sekresyonunu inhibe eder.
(146).

2.9.7. Angiotensin II ve renal fibréz

Ang II, hiicre tipine bagimli olarak hiperplazi ve hipertrofiyi indiikleyen renal biiyiime
faktorii olarak da etki gosterir. Bu vasoaktif peptid, mesengial ve tubular hiicreleri ve
intersitisyel fibroblastlari, aktive ederek fibronektin, laminin ve kollagen gibi ECM
proteinlerinin ekspresyonunu ve sentezini arttirir (153). Bu etkilerden bazilarina TGF-$ gibi
diger bitylime faktorlerinin salinimu aracilik eder. Ang II etkilerinin ACE inhibittrleri ve
angiotensin tip I (AT1) antagonistleri ile bloke edilmesi, proteiniiriyi, TGF-p gibi sitokinlerin
gen ekspresyonunu, inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve fibrozisi 6nlemektedir (24,25,26).
Ang II, ayrica, mononiikleer hiicreleri aktive eder, ve proinflamatuar mediyatdrleri (sitokinler,
kemokinler, adezyon molekiilleri, niikleer fakt6r-kB) arttirir (153).

Ayrica Ang II matriks degradasyonunu da denetler. Bu veriler bu vasoaktif peptidi kontrol

eden ilaglarin progresif renal hastaliklardaki fibrozisi engellemede en iyi yollardan biri

olabilecegini diislindiirmektedir (153).
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Inflamatuar hiicrelerin
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Sekil-6: Ang II’nin indiikledigi renal fibroziste hiicreler ve mediyatorler.

Ang II inflamatuar hiicreler igin kemotaktik bir faktdrdiir ve hem yerli hem de infiltre eden hiicrelerde kemokin
ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirir. Bu inflamatuar cevap MCP-1 ve TGF- tiretimi ile dogrudan
olarak 'makrofaj-iliskili faktorler aracihtyla yerli hiicrelerin aktivasyonu ile dolayli olarak fibrozisin
ilerlemesine katkida bulunabilir. Renal hiicrelerde Ang II hiicre bilylimesi ve matriks regulasyonu ile ilgili
proteinleri arttirir. Proteintirii renal RAS’1 aktive edebilir ve boylece renal hasara katkida bulunur (153).
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2.10. Angiotensin Konverting Enzim Inhibitérleri (ACEI)

2.10.1. Yapisi ve etki mekanizmasr:

ACE’yi yarnigmal: olarak inhibe ederek vasokonstriktér Ang II’nin iiretimini engellerler
(154). Boylece plazma ve dokularda Ang II diizeyini azaltarak hem arteriyel ve venéz
vasodilatasyona hem de natrilirezise sebep olurlar (29,154). Ang II olusumunun inhibisyonu
ile ACEI, dolayh olarak, aldosteron sekresyonunu azaltirlar, bdylece hafif natritirezis ve
potasyum sekresyonunda azalma meydana getirirler. Ek olarak vasodilatatdr bradikininlerin
diizeyini arttirirlar (154). Kaptopril, enalapril, benazepril, fosinopril, kinapril, lisinopril,
perindopril, ramipril, silazapril ve trandolapril gibi ¢ok sayida ACEI ilag {iretilmistir.
ACEI'nin etkileri birbirine olduk¢a benzer, farklar1 dzellikle farmakokinetik 6zelliklerinden
kaynaklanir (29).

2.10.2. Etkileri:

Antihipertansif etkilerinin yanmisira, antiproteiniirik etkileri dzellikle proteiniiri ile giden
nefropatilerde  (diyabetik nefropati, glomerulonefritler) kullammlarim  saglamagtir.
Antiproteintirik etkilerini glomeriiler i¢i basinc1 diigiirerek hemodinamik yol ile glomeriil
membramnin gegirgenliginin segiciligini arttirarak gosterirler. ACEI Ang II olusumuna engel
olarak antifibrotik etki de gosterirler (29,154).

2.10.3. Yan etkileri:

ACETD’nin basghca yan etkisi, 6zellikle bilateral renal arter stenozu olan hastalarda ciddi
hipotansiyona ve takiben akut bobrek yetmezlifine sebep olabilmeleridir. Hiperkalemi
intrinsik renal hastalif: ve tip IV renal tubuler asidozu olan ( siklikla diabetikler) larda ve
yashlarda geligebilir (155).

Aynica okstiriik (150), tat bozuklugu, trombositopeni, nétropeni ve agraniilositoza,

(150,154) ve nadiren dokiint, tirtiker ve angiondrotik 6dem gibi hipersensivite reaksiyonuna
sebep olabilirler. Grubun higbir iiyesi gebelikte kullanilmaz.(150).
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2.10.4. Atilima:

Cogu ACEI bobrekten atilir, Fosinopril % 50°si karacigerde metabolize edilen tek ilagtir;
renal yetmezlikte bu oran artar (154).

2.11. Angiotensin II reseptor antagonistleri (Sartanlar)
2.11.1. Yapis1 ve etki mekanizmasi:

Angiotensin II reseptdr antagonistleri olan sartanlar, angiotensin II tip 1 (AT1) reseptoriine
baglanarak, angiotensin II’nin bu reseptorlere baglanmasinmt ve bu yolla da etkilerini bloke
ederler (29).

2.11.2. Etkileri:

Ana etkisi Ang II’'nin AT1 reseptor aracilifiyla gergeklestirdigi etkilerin bloke edilmesidir.

Kanda renin diizeyini ve ayrica ACEI’den farkli olarak angiotensin II diizeylerini arttirirlar;

bunun nedeni bébrekte renin salgilayan hiicreler iizerinde Ang II nin AT1 reseptor aracilifiyla
yapt11 baskiy1 ( feedback inhibisyonu) ortadan kaldirmalaridir (29).

2.11.3. Yan etkileri:

Bag donmesi, semptomatik hipotansiyon, tat duyusunda bozulma (29,150), angiotdem,
allerjik reaksiyon ve dokiintiidiir (154). Hiperkalemi yapabilir. Bilateral renal arter stenozu
olan hastalarda hipotansiyon ve renal yetmezlik ve hiperkalemiye sebep olabilir (155).

2.11.4. Atthhmr:

Absorbsiyonu besinlerle degismez. Plasma proteinlerine yiiksek oranda baglanirlar. ( %99)
Bobrekten salgilanmak ve karacigerden safraya itrah geklinde elimine edilirler (29).
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3. MATERYAL-METOD:

Bu galisma Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Arastirma Laboratuarinda, Temmuz
2004 ve Ekim 2004 taribleri arasinda gergeklestirilmis, deneysel, prospektif, randomize bir
¢aligma olup, ¢aliyma protokolii Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Hayvan
Arastirma Etik Kurulu tarafindan onaylanmagtar.

3.1. Cabsmada kullanilan hayvanlar:
Cahgmada, Marmara Universitesi Hayvan aragtirma laboratuarindan temin edilen Wistar

cinsi, ortalama agirliklar1 300-350 gr olan erkek ve disi siganlar kullanilmugtir. Laboratuar

sicam ile ilgili genel bilgiler tablo 2°de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Laboratuar sigani ile ilgili genel bilgiler

Yagam siiresi 2,5-3,5 yil
Ortalama viicut agirhigi Erkek: 450-520 gr.
Digi:250-300 gr
Meme bezleri 6 cift
Gida alim 5-6 gr/ 100 gr viicut agirhigy/ giin
Su alim1 10-12 ml/ 100 gr viicut agirligy/ giin
GIS transit zamam 12-24 saat
Idrar hacmi 5.5 ml/ 100 gr viicut agirligy/ giin
Ortalama rektal 1s1 38 C (36-39.5)
Ortalama solunum hizi 92/ dk(80-100)
Ortalama lalp hiz1 350/ dk(260-450)
Ortalama kan basinct 116/ 90 mmHg
Total viicut s1vist 167 ml
Plasma hacmi 7.8 ml
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3.2. Cahsma gruplan

Caligmanin baginda bir hafta boyunca tuzdan fakir diyetle beslenen 32 sigan, bu siirenin
sonunda her grupta sekizer adet olacak sekilde toplam dért gruba ayrilmigtir. Uygun 1s1 ve
sicakligin saglandigi kafeslerde dortlii gruplar halinde bulunan siganlarin ¢alisma siiresi

boyunca suya erigimleri kisitlanmamugtir.

Grup 1: Kontrol grubu.
Bu gruptaki hayvanlara ¢alisgma boyunca 0.5 cc. serum .ﬁzyolojik (SF), intraperitoneal
enjeksiyon halinde, 28 giin siireyle uygulanmgtir. Caligmanin baginda ve sonunda; kan ve

idrar ornekleri toplanmigtir.

Grup 2: Tacrolimus 1 mg/ kg alan grup.
Bu gruptaki hayvanlara galigma boyunca her giin Tacrolimus, 1 mg/ kg dozunda, 28 giin
stireyle, intraperitoneal enjeksiyon halinde uygulanmigtir.

Grup 3: Tacrolimus 1 mg/ kg + Kinapril 10 mg/ kg alan grup.
Bu gruptaki hayvanlara Grup 2’de anlatildig: sekilde Tacrolimus ve beraberinde Kinapril, 10
mg/ kg dozunda, 28 giin siireyle peroral olarak uygulanmugtr.

Grup 4: Tacrolimus 1 mg/ kg + Valsartan 40 mg/ kg
Bu gruptaki hayvanlara Grup 2’de anlatildig1 sekilde Tacrolimus ve beraberinde Valsartan 40
mg/ kg dozunda, 28 giin siireyle peroral olarak uygulanmugtir.

3.3. ilaglarmn hazirlanmasi ve uygulanmas::
Tacrolimus:

Tacrolimus ampul (20 mg) hayvan kullamimi i¢in 6zel olarak {iretilmis 1 cc’lik ampiil
formu (Fujisawa, Japan) 10cc steril distile su ile sulandirilarak 1 cc solusyon ig¢inde 2 mg
Tacrolimus olacak sekilde hazirlanmigtir. Her uygulama Oncesinde hayvanlar tartilarak,

Tacrolimus dozu 1 mg/kg olacak sekilde insiilin enjektorii ile, karin 6n yiiziinden

intraperitoneal enjeksiyon halinde uygulanmigtir.
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Kinapril:

Aquitel®20 mgr (Pfizer) Film tablet, 4 cc steril distile su ile ¢oziilerek 1 cc solusyon iginde
5 mg. Kinapril dozu elde edilmigtir. Her uygulama Oncesinde hayvanlar tartilmigtir ve
Kinapril dozu 10 mg/ kg olacak bicimde, hayvanlar islem Oncesinde eter anestezisi ile
uyutulduktan sonra pediatrik boy feding tiip kullamilarak, orogastrik olarak uygulanmugtir.
Caligma siiresi boyunca, sodyumdan fakir (%0.05) diyetle beslenen hayvanlarin galigma
boyunca giinliik kilo takibi yapilarak, gelisebilecek yan etkiler agisindan yakindan takip

edilmisglerdir.

Valsartan:

Diovan®80 mgr (Novartis) film tablet 8 cc steril distile su ile ¢oziilerek 1 cc solusyon
icinde 8 mgr Valsartan dozu elde edilmigtir. Her uygulama dncesinde hayvanlar tartilmigtir ve
Valsartan dozu 40 mg/ kg olacak bicimde, hayvanlar islem Oncesinde eter anestezisi ile
uyutulduktan sonra pediatrik boy feding tiip kullanilarak, orogastrik olarak ilag uygulanmasgtir.
Caligma stiresi boyunca, sodyumdan fakir (%0.05) diyetle beslenen hayvanlarin c¢aligma
boyunca giinlikk kilo takibi yapilarak, gelisebilecek yan etkiler agisindan yakindan takip
edilmiglerdir.

3.4. Orneklerin toplanmasx:

Yirmi sekiz giinliikk ¢aligma siiresinin sonunda, tiim gruptaki siganlar, 24 saatlik idrarlarinin
toplanmas: amaciyla, her kafeste bir adet sigan olacak sgekilde metabolik kafeslere
yerlestirilmiglerdir. Yirmidort saat boyunca suya erigimleri kisitlanmayan siganlar, bu dénem
icinde a¢ brrakilmiglardir. Idrarlar toplandiktan sonra miktarlan &lgiilerek, fonksiyonel
parametrelerin  degerlendirilmesi amaciyla saklanmigtir. Yirmidort saatlik idrarlan
toplandiktan sonra, eter anestezisi uygulanan siganlardan, 5 cc’lik enjektérler kullamlarak,
ortalama 3,5-4 cc kan 6rnegi intrakardiyak olarak alinmigtir. Daha sonra karin orta hattan
yapilan insizyonla batin igine girilerek her iki bobrek ¢ikartilmigtir. Dokular tartildiktan sonra
formol i¢ine konularak, 11k mikroskopisi ve immiinhistokimya degerlendirilmesi amaciyla,
MUTFH Patoloji Laboratuari’na génderilmistir.
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3.5. Degerlendirilecek Parametreler:

a) Kilo

b) Idrar drnekleri: Alman 24 saatlik idrar Srneklerinin miktart ve kreatinin diizeyleri
degerlendirilmistir.

¢) Serum Ornekleri: Alman serum Srneklerinden, BUN, kreatinin, glukoz, elektrolit ve
Tacrolimus diizeyi 6l¢limleri yapilmugtir.

d) Doku ornekleri: Alman doku 6rneklerinde, renal histopatoloji ve immunhistokimya

degerlendirilmeleri yapilmgtir.
3.6. Orneklerin degerlendirilmesi:
3.6.1. Fonksiyonel Cahismalar:

a) Serum ve idrar elektrolit diizeylerinin Slgiilmesi:

Serum ve idrarda BUN, kreatinin ve elektrolit 8lgiimleri, MUTFH Merkez Biyokimya
laboratuarinda  spektrofotometri yontemiyle 917 Hitachi Otoanalizér kullamlarak
yapilmigtir. (Boehringer Mannheim System, 917 Hitachi otoanalizér-Roche)

b) Serum Tacrolimus diizeyi 6l¢timii:

Serum Tacrolimus diizeyi 6l¢timii MUTFH Farmakoloji Biiliimii’nde, Tacrolimus II
ref 3C10 34-3091/R6 IMX System (Abbott Laboratories, USA) KIT’i kullamlarak
Radioimmunoassay ( RIA ) y6ntemiyle degerlendirilmigtir.

¢) Idrarda protein miktarin Slgiimii: Tiim gruplarda, 24 saatlik idrarda protein miktari,
917 Hitachi otoanalizor kullamlarak spektrofotometrik olarak slgiilmiistiir.

d) Renal kreatinin klirensi standart Cer : U * V / P formiiliine gore hesaplanmugtir. (U:

Idrardaki kreatinin konsantrasyonu, P: Plazmadaki kreatinin konsantrasyonu, V: idrar
akim hiz1)

35



3.6.2. Histolojik cahsmalar.

Bobrek, karacifer ve kalp dokulari, formol igine konulduktan sonra histopatoloji ve
immiinhistokimya degerlendirilmesi igin Marmara Universitesi Patoloji Laboratuarina
gonderilmigtir. Dokular uygun olarak dehidrate edildikten sonra, bobrek kesitleri parafinize
edilerek Hematoksilen —Eozin (HE), peryodik asit-Schiff(PAS) ve Mason Trikrom boyalari

ile boyanmugtir.

a) Hematoksilen-Eozin (HE):

HE ile boyamayla 6n planda glomeriil hasar1 ve intersitisyum
degerlendirilmigtir. Bunun igin 151k mikroskobunda 100 biiyiitmeyle 10 alan sayilarak
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hiicre 6demi, vakuollegsme, tubul diizensizligi, ve tubul

bazal membram kalinlasmas: agisindan kesitler degerlendirilmistir.

Boyama yéntemi:

Kesitler 60 derecede, bir saat deparafinize edildikten sonra hidrate edilmistir. Bes dakika
Hematoksilen ile muamele edildikten sonra bol su ile yikanarak %70’lik alkolde 30 saniye
bekletilmis ve 1 dakika Eosin boyasiyla muamele edilmistir. Ardindan tekrar dehidrate edilen
kesitler, xylene’e alindiktan sonra kapatilmigtar.

b) Peryodik asit-Schiff(PAS):

PAS yontemiyle boyamada arteriolopati degerlendirilmigtir. Arteriol hasarinda hyalen
birikimler, diiz kas hiicre nekrozu, mukoid subendotelyal genisleme, arteriol duvarinda
daralma degerlendirilmigtir. (Bu hasar 6n planda, glomeriile yakin olan afferent arteriol
alaninda tespit edilir. Etkilenen alanda, hiicre stoplazmalar iginde eozinofilik, PAS(+),
homojen ve graniiler birikimler saptamir.) Istk mikroskoskopunda 100 biiyiitmeyle, 50
glomeriil alam sayilmistir. Sonug olarak hyalen degisiklik gosteren arteriol sayisi, toplam
arteriol sayisina oranlanarak ortalama deger elde edilmigtir. Her kesitteki hyalen arteriolopati
derecesi semikantitatif olarak belirtilmistir. ( 0= hyalinozis yok. 1: hafif hyalen degisiklikler,
2: belirgin hyalen degisiklikler) (156).
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Boyama yontemi:

Kesitler 60 derecede 1 saat deparafinize edildikten sonra hidrate edilmis ve % 0.5°lik
peryodik asitte 5 dakika muamele edilmigtir. Daha sonra distile su ile yikanarak 15 dakika
Schiff bazi ile muamele edilen kesitler, 10 dakika su ile yikanmugtir. Sonrasinda 5 dakika
Mayer Hemotoksilen ile muamele edilen kesitler bol suyla yikanmis ve dehidrate edilerek,

xylene’e alinarak kapatilmigtir.
é) Mason Trikrom:

Mason Trikrom yontemiyle intersitisyel fibrozis degerlendirilmigtir. Bu amagla 151k
mikroskobunda 100 biiyiitmeyle 10 alan sayilmig ve semikantitatif olarak, fibrozis goriilen

alan, toplam alana oranlanarak degerlendirilmistir.
Derecelendirme: (157)

Normal intersitisyum==0

%>5’in altinda fibrotik alan: 0.5
%5-15 arasinda fibrotik alan: 1
%16-25 arasinda fibrotik alan: 1.5
%26-35 arasinda fibrotik alan: 2
%36-45 arasinda fibrotik alan: 2.5
%45’1n tizerinde fibrotik alan: 3

Boyama yontemi:

Kesitler, 60 derecede bir saat deparafinize edildikten sonra hidrate edilmis ve Bouin
solusyonunda 56 derecede bir saat bekletilmistir. Bol su ile yikandiktan sonra Weigert
Hematoksilen ile 10 dakika muamele edilmis ve tekrar bol su ile yikanmigtir. Ardindan 30
dakika Trikrom solusyonunda bekletilen kesitler %0.5 Asetik asit ile diferansiye edilmistir.
Bol su ile yikandiktan sonra dehidrate edilen kesitler, xylen’e alinarak kapatilmugtir.
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3.6.3.Immunohistokimyasal Degerlendirme:

Deney hayvanlarmnin bébreklerinden hazirlanan kesitlerde , glomeriiler ve intersitisyel
alandaki TGF-B, PDGF, VEGF, IL-6 ve BMP-7 ekspresyonu immunohistokimyasal
yontemlerle degerlendirilmistir.

TGF-p1: TGF- Bl immiinekspresyonu, 10 glomeriil igeren kortikomediiller alanda, 1g1k
mikroskobu ile 100 biiyiitmede, glomeriil ve tubullerde, semikantitatif yogunluk ve dagilim
olarak degerlendirilmigtir. (1: hafif ekspresyon, 2: orta ekpresyon, 2: yiiksek ekspresyon)
PDGF B: PDGF immiinekspresy.onu, 10 glomeriil igeren kortikomediiller alanda, 1gik
mikroskobu ile 100 biiyiitmede, glomeriil ve tubullerde, semikantitatif yogunluk ve dagilim
olarak degerlendirilmigtir. (1: hafif ekspresyon, 2: orta ekpresyon, 2: yiiksek ekspresyon)
VEGF: VEGF immiinekspresyonu, 10 glomeriil iceren kortikomediiller alanda, 151k
mikroskobu ile 100 biiyiitmede, glomeriil ve tubullerde, semikantitatif yogunluk ve dagilim
olarak degerlendirilmigtir. (1: hafif ekspresyon, 2: orta ekpresyon, 2: yiiksek ekspresyon)
BMP-7: BMP-7 immiinekspresyonu 10 glomeriil igeren kortikomediiller alanda, 1sik
mikroskobu ile 100 biiyiitmede, glomeriil ve tubullerde, semikantitatif yogunluk ve dagilim
olarak degerlendirilmigtir. (1: hafif ekspresyon, 2: orta ekpresyon, 2: yiiksek ekspresyon)
IL-6: IL-6 immiinekspresyonu 10 glomeriil iceren kortikomediiller alanda, 11k mikroskobu
ile 100 biyiitmede, glomeriil ve tubullerde, semikantitatif yogunluk ve dagilim olarak
degerlendirilmistir. (1: hafif ekspresyon, 2: orta ekpresyon, 2: yiiksek ekspresyon)

Boyama yontemi:

VEGF, BMP 7, TGF B, IL-6,PDEGF ekspresyonunu gostermek icin streptavidin biotin
complex / horseradish peroxidase (Str. ABC/HRP) y6ntemi kullamldi.
Bu yontemde parafine gomiilii dokulardan, APES (3-aminopropyltricthoxysilane)  kaph
lamlara 4um kalinhiginda kesitler alind1 ve 37° C* de 1 gece deparafinize edildi. Ardindan
kesitler ii¢ ayn ksilende beger dakika ve iki ayr alkolde onar dakika bekletilerek hidrate
edildi. Endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak igin %3 H,0, (metanolde)’ de 20 dak
bekletildi. Maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak igin mikrodalga firinda 160 W giigte 15 dak
stire ile Citrate Buffer (pH 6.0) uygulandi. Oda 1sisinda sogutulan lamlar PBS ile yikandi.
Non spesifik boyanmay:1 engellemek i¢in lamlara Blocking Serum (Novostain Universal
Detection Kit; NCL-RTU-D; Novocastra) damlatildi ve 10 dak bekletildi. Ardindan VEGF
(C-1; sc-7269; Santa Cruz Biotechnology); BMP 7  (N-19; sc-6899; Santa Cruz
Biotechnology); IL-6 (M-19; sc-1265; Santa Cruz Biotechnology), TGF p (NCL-TGFB;
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Novocastra) ve PDEGF (NCL-PDEGF; Novocastra) ayri ayri damlatilarak oda isisinda 60
dakika inkiibe edildi. iki ayn PBS ile yikanan kesitler Biotinlenmis sekonder antikorda
(Novostain Universal Detection Kit; NCL-RTU-D; Novocastra) 10 dakika inkiibe edildi. PBS
(Phosphate Buffer Saline) ile tekrar yikanan kesitlere Streptavidine Peroxidase (Novostain
Universal Detection Kit; NCL-RTU-D; Novocastra) uygulandi ve 10 dakika bekletildi. Son
asamada kromojen olarak DAB (Diaminobenzidine) kullanildi ve Mayer Hematoksilene ile
niikleer counterstain yapildi. Dehidrate edilen kesitler ksilene alinarak nonaqueous kapama

maddesi ile kapatildi.
3.7.Istatiksel degerlendirme:

Istatiksel olarak 3 farkli yontem kullamlmustir.
1-Tek Yonlii ANOVA

Nicel verilerin degerlendirilmesi i¢in kullamlmigtir. Dort bagimsiz grup parametreler
acisindan ortalama degerlerine gore karsilagtirilmigtir. Sonuglarda p< 0.05 olmasi anlaml
farklilik olarak degerlendirilmistir. Bu durumda Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
olugan farkin hangi gruplar arasinda oldugu degerlendirilmigtir.

2-X2 testi:

Nitel verilerin karsilagtirilmasi igin kullamilmigtir. Sonuglarda p<0.05 olmasi anlamli
farklilik olarak degerlendirilmistir.

3-T testi:

Caligma 6ncesi ve sonrasi nicel verilerin karsilagtirilmasinda kullanitmagtur.
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4. SONUCLAR:

Calismamizda 28 giinliik tedavi sonrasinda tiim gruptaki hayvanlarin kan ve doku 6rnekleri
degerlendirilmistir. Calismada kan ve idrar orneklerinde renal fizyolojik degisiklikler, doku
orneklerinde ise patolojik degisiklikler degerlendirilmistir. Caligma basinda gruplarin
ortalama viicut agirhiklart arasinda anlamli fark saptanmamistir (Tacrolimus grubunda
251.25442.47gr, TactKinapril grubunda 215.87+27.30gr, Tac+Valsartan grubunda
233.00426.03gr, kontrol grubunda 236.42+21.61gr). Calisma sonucunda, Tac tedavisi alan
grubun ortalama viicut agirligr ile kontrol grubu arasinda anlamlhi fark saptanmamuistir.
(Tacrolimus grubunda 290.12+31.66 gr, kontrol grubunda 264.10+37.34 gr) Calisma sonunda
Tac+Kinapril grubu (Grup 3) ve Tac+Valsartan grubunun (Grup 4) ortalama viicut agirlig
kontrol grubuna ve sadece Tac grubuna gore anlamli olarak disiik bulunmustur (p<0.001). Bu
gruplarin galisma sonundaki ortalama viicut agirliklari sirasiyla 187.01427.94 ve
206.28+21.52gr olarak saptanmistir. Sekil-7°de gruplarin ortalama viicut agirliklari

gosterilmektedir.
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Sekil-7: Gruplarin ¢calisma baslangicinda ve ¢alisma sonundaki viicut agirhiklari
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Fizyolojik ¢alismalar:

Calismanin baslangicinda Tacrolimus grubunun 24 saatlik idrar miktar1 kontrol grubunun
24 saatlik idrar miktarindan anlaml olarak yiiksek bulunmustur (Tacrolimus grubunda
16.5+7.19 ml/giin, kontrol grubunda 7.14 + 5.16 ml/giin) ( p<0.14). Tac+Kinapril grubunda
9.65 + 4.69 ml/giin, TactValsartan grubunda 10.10+4.09 ml/giin ¢aligma sonu 24 saatlik
idrar miktar1 agisindan anlamli fark saptanmadi. Calisma sonunda 24 saatlik idrar miktari, Tac
alan grupta 13.25+4.52 ml/giin, Tac+Kinapril alan grupta 6.91 +£2.32 ml/giin, Tac+Valsartan
alan grupta 10.70+6.13 ml/giin, kontrol grubunda 11.2142.32 ml/giin olarak saptanmistir. Bu
degerlere gore Tac tedavisi alan grubun idrar miktari Tac+Kinapril grubundan anlamli olarak
yitksek saptanmustir (p<0.23). Diger gruplar arasinda bu agidan anlamli fark saptanmamuistir.

Gruplarin ortalama idrar miktarlan Sekil-8’de gosterilmektedir.
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Sekil-8: Gruplarin calisma baslangicinda ve ¢calisma sonundaki 24 saatlik idrar

miktarlari

Calisma sonunda tiim gruplarda kan iire diizeyinde anlamli yiikselme olmustur. Kontrol
grubunda 15.14+ 2.19 mg/dl’den dan 20.71+2.69 mg/dl’ye (p<0.006), Tac+Kinapril grubunda
15.2542.71 mg/d’den 40.00+28.95 mg/dl’ye(P<0.047), Tac+Valsartan grubunda 16.71+1.60
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mg/dlI’den 50.71 +33.79 mg/dI’ye (P<0.04), Tacrolimus grubunda ise 39.48+ 5.63 mg/dl’den
55.6+9.13 mg/dl’ye (P<0.007) yiikselmistir. Caligma sonunda gruplar arasindaki {iire
yitkselmesi agisindan, sadece Tacrolimus grubu anlamli yiikselmis goriintiyor ise de; aslinda
kontrol grubu digindaki tiim siganlarda kan iire diizeyi labaratuar normallerinin istiinde
gikmustir (5-23 mg/dl) (Sekil-9).
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Sekil-9: Gruplarin ¢calisma baslangicinda ve ¢alisma sonundaki kan iire diizeyleri

Calisma baglangicinda Tacrolimus grubunun serum potasyumu 4.51+0.30mEq/L olup diger
gruplardan anlaml olarak yiiksektir (P< 0.01). Calisma sonunda gruplar arasinda ve grup
iginde dnce ve sonra kiyaslandiginda serum potasyumunda fark saptanmamuistir. Yine ¢alisma

sonunda sodyum degerlerinde de, hicbir grupta anlamli degisiklik olmamugtir.

Calisma basinda Grup 1, 2, 3 ve 4’de serum kreatinin degerleri sirasiyla 0.24+0.2,
0.3£0.17, 0.22+0.2, 0.65+0.2 mg/dl saptanmistir. Bu degerlere gore ¢alisgma baslangicinda
Grup 1, 2 ve 3’de kreatinin diizeyleri Grup 4’¢ gore anlamli olarak diisiik saptanmistir
(p<0.0001). Calisma sonunda Grup 1’de (p=0.005), Grup 2’de (p<0.0001), Grup 3’de
(p<0.05) serum kreatininde anlamli artis olmustur, Grup 4’de ise ¢aliyma baginda ve sonunda
serum kreatininde anlamli degisiklik olmamustir. Calisma sonundaki serum kreatinin degerleri
Grup 1, 2, 3, 4’de swrastyla 0.35+0.2, 0.38+0.2, 0.44+0.11, 0.57+0.11 mg/dl olarak
saptanmustir (Sekil-10).
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Sekil-10: Gruplarin ¢calisma baslangicinda ve ve ¢calisma sonundaki kreatinin diizeyleri

Calismamizda, glomeriiler filtrasyon hizinin bir gostergesi olarak kreatinin klirensi
degerlendirilmistir. Sekil 14°de goriildiigii gibi her bir grup iginde ¢aligma sonunda kontrol
grubu, Tac grubu, Tact+ Kinapril grubunda kreatinin klirensinde anlamli bir diisiis
olmamustir. Sadece Tac+Valsartan grubunda ¢aligma sonunda kreatinin klirensi anlamli olarak
diismistiir. (p< 0.41) Yine ¢alisma baglangicinda kreatinin klirensi agisindan gruplar arasinda
anlamhi fark yokken g¢aligma sonunda ACE inhibitorii grubun kreatinin klirensi kontrol (p<
0.01) ve Tac alan gruba (p<0.01) gore anlamli olarak disik bulunmustur. Gruplar i¢inde
calismanin oncesi ve sonrasi arasindaki kreatinin klirensinde degisiklik arastirildiginda Grup
1, Grup 3, Grup 4’de anlaml bir degisiklik olmamustir, Grup 2’deki degisiklik ise anlamlilik
sinirindadir (p=0.05) (Sekil-11).
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Sekil-11: Caliyma sonunda gruplarin ortalama kreatinin klirensi degerleri

ACE inhbitorii ve Ang II reseptor blokeri tedavisi ile olusan bobrek koruyucu etkinin, bu
iki ilacin Tacrolimus diizeylerine olan etkisinden bagimsiz oldugunu gostermek i¢in yapilan
Tacrolimus diizeyi olgiimlerinde, Tac grubunda 13.36+9.52 ng/ dl, Tac+Kinapril grubunda
4.63+1.62 ng/ dl, Tac+Valsartan grubunda 5.65+2.56 ng/ dl, olarak ol¢iilmiis ve gruplar

arasinda anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).
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Histopatolojik calismalar:

Hemotoksilen-Eosin boyast ile boyanan kesitler, 100 biiyiitme alaninda toplam 10
mikroskop alant incelenerek, intersitisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu, intersitisyel 6dem,
tubuler diizensizlik, fokal vakuolizasyon, kalsifikasyon gelisimi agisindan degerlendirildi. Bu
bulgularin gelisimi Tacrolimus nefrotoksisitesi gostergesi olarak kabul edildi. Tacrolimus alan
tiim gruplarda degisik derecelerde olmak iizere interstisyel mononiikleer hiicre artisi, fokal
vakuolizasyon ve kalsifikasyon basta olmak iizere diger nefrotoksisite bulgulari belirgin
olarak goriildii. Kontrol grubunda ise hafif konjesyon, damar duvarlarinda hafif kalinlasma ve

bir siganda kalsifikasyon diginda bulgu tespit edilmemistir (Resim-1).

Kontrol grubundaki siganlarin kesitlerin higbirinde intersitisyumda mononikleer hiicre
infiltrasyonu saptanmazken, Tac grubunda %75 oraninda mononiikleer hiicre infiltrasyonu
saptanmistir. Tac+Kinapril grubunda %12.5, TactValsartan grubunda %14.3 oraninda

mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptanmistir (p<0.005) (Sekil-12).

100
]

B Mononiikleer
hiicre
infiltrasyonu
ylzdesi

Kontrol Tac Tac+K TactV

Sekil-12: Tiim gruplarda intersitisyumda mononiikleer hiicre infiltrasyonu yiizdesi
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Bizim ¢aligmamizda kontrol grubunda vakuolizasyona hi¢ rastlanmazken Tacrolimus
grubunda %62.5 oraninda vakuolizasyon goriilmistir (p=0.007). Tac+Kinapril grubunda
vakuolizasyon orant %]12.5, Tact+Valsartan grubunda 28.6°dir (p<0.05) (Resim-2).
Tac+Kinapril grubunda kalsifikasyon orani %62.5 iken, Tac+Valsartan grubunda %28.6, Tac
grubunda ise % 25°dir. (Resim-3)

100+

B Vakuolizasyon
yluzdesi

Kontrol Tac TactK Tac+V

Sekil-13: Tiim gruplarda vakuolizasyon yiizdesi

Tacrolimus nefrotoksisitesi tamminda en onemli iki lezyon sirasiyla tubulointersitisyel
fibrozis ve arteriyol hasari gelisimidir. Calismamizda ACE inhibitorii ve Ang II reseptor
blokeri ilag tedavisinin, Tacrolimusa bagli gelisen bobrek hasari tizerine olan etkisinin
degerlendirilmesiyle amaciyla, doku 6rneklerinde afferent arteriolopati ve tubulointersitisyel

fibrozis degerlendirilmistir.

Arteriolopati degerlendirmesi: PAS ile boyanan kesitler, 100 biytitme alaninda ve her
kesitte en az 50 glomeriil incelenerek afferent arteriyol destritksiyonu ve hyalen arteriolopati
agisindan degerlendirilmigtir. Calismamizda Tac grubundaki siganlarin glomeriil arterleri
incelendiginde % 50.0 oraninda hafif hyalinozis, %50 belirgin hyalinozis bulundu.
Tac+kinapril grubunda %87.5 oraninda hafif hyalinozis saptandi, bu grupta belirgin
hyalinozis gosteren sigan yoktu. TactValsartan grubunda ise % 57.1 oraninda hafif
hyalinozis, %42.9 oraninda belirgin hyalinozis bulunmustur. Kontrol siganlarinda ise hig

hyalinozis saptanmamuistir (p<0. 0001) (Resim:1, 3-5).

46



Hyalen arteriolopati derecesi
Gruplar 0 1 2
Kontrol (n) 7 0
(%) (%100)
Tac (n) 4 4
(%) (%50) (%50)
TactK (n) 1 7
(%) (%12.5) (%87.5)
Tac+tV  (n) 4 3
(%) (%57.1) (%42.9)

Tablo- 8: PAS ile boyanan kesitlerin afferent arteriol destriiksiyonu ve

hyalen

arteriolopati agisindan incelenmesi

0: hyalinozis yok 1: hafif hyalinozis 2:belirgin hyalinozis
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Sekil-13 : PAS ile boyanan kesitlerin afferent arteriol destriiksiyonu

0: hyalinozis yok 1: hafif hyalinozis 2:belirgin hyalinozis
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Tubulointersitisyel fibrozis degerlendirmesi: Trikrom-Mason boyasi ile boyanan kesitler,
100 biiyiitmede 10 mikroskop alani incelenerek, intersitisyel fibrozis agisindan
degerlendirilmistir. Intersitisyel fibrozis derecesi semikantitatif olarak belirtilmistir. Tablo-
9’da gosterildigi gibi, Tacrolimus grubunun renal patolojik incelemelerinde, %12.5 oraninda
% 5-15 fibrozis, %37.5 oraninda % 16-25 fibrozis, %25 oraninda % 26-35 fibrozis, %25
oranminda 36-45 fibrozis saptanmistir; yani bu grupta % 50 siganda % 25’in iizerinde fibrozis
mevcuttur. Kontrol grubundaki siganlarin 5 tanesinde (%71.4) hig fibrozise rastlanmamuis, 2
tanesinde ise (%28.6) %5 ‘in altinda fibrozis saptanmigtir. Tac+Kinapril grubunda % 87.5
oraminda %5-15 fibrozis, %12.5 oraninda %36-45 fibrozis; Tac+Valsartan grubunda ise
%42.9 oraninda %5-15 fibrozis, %57.1 oraninda 16-25 fibrozis saptandi. Kontrol grubundaki
siganlarin bobrek dokularinda ise <%5 fibrozis bulunmusgtur (p<0.005) (Resim: 6-8)
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Fibrozis
Grup 0 0.5 1 15 2 25
Kontrol |5 2
(%71.4) (%28.6)
Tac 1 3 2 2
(%12.5) (%37.5) | (%25) (%25)
Tact+K 7 1
(%87.5) (%12.5)
Tact+V 3 4
(%42.9) | (%57.1)

Tablo-9: Trikrom-Mason boyasi ile intersitisyel fibrozis gosterilmesi

1001 e
__ 90
< 80
£ 70
';1 60- = B Kontrol
5 50 ETac
i 40 B Tac+K
& 301 O Tac+V
§ 20

0 0,5 1 1,5 2 2.5

Sekil-14: Tiim gruplarda intersitisyel fibrozis yiizdeleri

Normal intersitisyum=0

%?5’in altinda fibrotik alan: 0.5
%S5-15 arasinda fibrotik alan: 1
%16-25 arasinda fibrotik alan: 1.5
%26-35 arasinda fibrotik alan: 2
%36-45 arasinda fibrotik alan: 2.5

%45’in iizerinde fibrotik alan: 3
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immiinhistokimya degerlendirmeleri:

Kesitler uygun boyama yontemiyle boyandiktan sonra degerlendirilmeye alinmistir. En az
10 glomeriil igeren tubulointersitisyel alanda, TGF-Bl1, PDGF, BMP-7; IL-6 ve VEGF

immiinekspresyonu glomertiil ve tubiillerde semikantitatif olarak degerlendirilmistir.

a) TGF-p1 immiinekspresyonu:

Tablo-10 ve Sekil-15’te gosterildigi gibi Tacrolimus alan tiim gruplarda (Grup 2, Grup 3,
Grup 4) TGF-B immiinekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmugtur
(p<0.0001) (Resim: 9-11).

b) PDGF immiinekspresyonu:

Tablo-11"de ve Sekil-16’da gosterildigi gibi Tacrolimus alan tiim gruplarda (Grup 2, Grup
3, Grup 4) PDGF immiinekspresyonu kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.005) (Resim: 12-14)

¢) BMP-7 immiinekspresyonu:
Tablo-12"de ve Sekil-17"da gosterildigi gibi Tacrolimus alan tiim gruplarda (Grup 2, Grup 3,
Grup 4) BMP-7 immiinekspresyon derecesi agisindan kontrol grubuna gore anlamh fark

saptanamamigtir (p>0.05) (Resim: 15-17)
d) IL-6 immiinekspresyonu:

Tablo-13 ve Sekil-18’da gosterildigi gibi Tacrolimus alan tiim gruplarda (Grup 2, Grup 3,
Grup 4) IL-6 immiinekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0.0001) (Resim: 18-19).
¢) VEGF immiinekspresyonu:

Tablo-14 ve Sekil-19°da gosterildigi gibi Tacrolimus alan tiim gruplarda (Grup 2, Grup

3, Grup 4) VEGF immiinekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmugtur (p<0.0001) (Resim: 20-22).
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immiinekspresyon yiizdesi (%)
- N W a1 DN
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TGF-B glomeriiler ekspresyon derecesi
Gruplar 1 2 3
Kontrol (n) 6 1 0
(%) (%85.7) (%14.3)

Tac (n) 1 7
(%) (%12.5) (%87.5)

Tac+K  (n) 5 3
(%) (%62.5) (%37.5)

Tac+V  (n) 3 4
(%) (%42.9) (%57.1)

Tablo-10: TGF-B glomeriiler ekspresyon derecesinin gruplar arasindaki fark:

1: hafif ekspresyon 2: orta ekspresyon 2: siddetli ekspresyonu gistermektedir.

~ TGF-B

Sekil-15: Tiim gruplarda TGF-p ekspresyon yiizdeleri
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Sekil-16: Tiim gruplarda PDGF ekspresyon yiizdeleri
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PDGF glomeriiler ekspresyon derecesi
Gruplar 1 2 3
Kontrol (n) 4 3 0
(%) (%57.1) (%42.9)
Tac (n) 3 5
(%) (%37.5) (%62.5)
TactK  (n) 3 5
(%) (%37.5) (%62.5)
Tac+tV  (n) 2 5
(%) (%28.6) (%71.4)

Tablo-11: PDGF glomeriiler ekspresyon derecesinin gruplar arasindaki farki

1: hafif ekspresyon 2: orta ekspresyon 2: siddetli ekspresyonu gostermektedir.

PDGF

1

2
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BMP-7 glomeriiler ekspresyon derecesi

Gruplar 0 1 2 3
Kontrol (n) 2(%28.6) 4(%57.1) 1(%14.3)
(%)

Tac (n) 4 4

(%) (%50.0) (%50)

TactK (n) |1 6 1

(%) (%12.5) (%75) (%12.5)

TactV  (n) |2 (%28.6) 5(%71.4)

(%0)

Toblo-12: BMP-7 glomeriiler ekspresyon derecesinin gruplar arasindaki fark:

1: hafif ekspresyon 2: orta ekspresyon 2: siddetli ekspresyonu gistermektedir

BMP-7

0

1

2

Sekil-17: Tiim gruplarda BMP-7 ekspresyon yiizdeleri
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IL-6 glomeriiler ekspresyon derecesi

Gruplar 1 2 3

Kontrol (n) 7 3 0

(%) (%100) (%42.9)

Tac (n) 3 5
(%) (%37.5) (%62.5)

Tac+tK (n) 1 6 1
(%) (%12.5) (%75) (%12.5)

TactV  (n) 3 2 2
(%) (%42.9) (%28.6) (%28.6)

Toblo-13: IL-6 glomeriiler ekspresyon derecesinin gruplar arasindaki farki

1: hafif ekspresyon 2: orta eksprseyon 2: siddetli ekspresyonu gostermektedir.
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Sekil-18: : Tiim gruplarda IL-6 ekspresyon yiizdeleri
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VEGF glomeriiler ekspresyon derecesi

Gruplar 1 2 3

Kontrol (n) 7 0 0

(%) (%100)

Tac (n) 5 3
(%) (%62.5) (%317.5)

TactK  (n) 1 4 3
(%) (%12.5) (%50.0) (%37.5)

TactV  (n) 2 5
(%) (%28.6) (%71.4)

Toblo-14: VEGF glomeriiler ekspresyon derecesinin gruplar arasindaki farki

1: hafif ekspresyon 2: orta eksprseyon 2: siddetli ekspresyonu gostermektedir.
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Sekil-19: Tiim gruplarda VEGF ekspresyon yiizdeleri
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Fibrozis ile TGF-B, PDGF, BMP-7, IL-6, VEGF immiinekspresyonlari karsilastirildiginda;

Fibrozis siddeti ile TGF-$ (p<0.001), IL-6 (p<0.05) ve VEGF (p<0.001) immiinekspresyon

siddeti arasinda pozitif yonde istatiksel olarak anlamli korelasyon belirlenmistir
Hyalen arteriolopati siddeti ile TGF-f (p<0.0001), IL-6 (p<0.05) ve VEGF(p<0.0001)

immiinekspresyon siddeti arasinda pozitif yonde istatiksel olarak anlamli korelasyon

belirlenmistir.

56



5.RESIMLER

Resim-1: Kontrol grubu (HD-1B). Normal glomeriil ve tubulointersitisyel yapi,
(Hemotoksilen-Eosin (H-E) boyasi; 100x)

i

Resim-2: Tacrolimus+Valsartan grubunda (HDV-4B) proksimal tiip epitellerinde
vakuolizasyon(H.E; 200x)
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Resim-4: Tacrolimus grubunda (TAC-G1-1) arter duvarinda hiyalinizasyon gelisimi
(ok ile isaretli) (PAS; 200x)
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Resim-5: Tacrolimus+Kinapril grubunda (HDA-4B) damar duvarlarinda
hiyalinizasyon(PAS; 200x)

Resim-6: Tacrolimus grubunda (TAC-G2-4) tubulointersitisyel alanda siddetli fibrozis
gelisimi (M. Trikrom; 100x)
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Resim-7: Tacrolimus+Kinapril grubunda (HD3-1B) tubulointersitisyumda artms
fibrozis (Grade 1) ( Mason Trikrom 100x)

Resim-8: Tacrolimus+Valsartan grubunda (HDV-4B) tubulointersitisyumda hafif
fibrozis (M. Trikrom; 200x)




Resim-9: Kontrol grubunda (HD1-4) tubulointersitisyumda hafif TGF-$(+)
immiinekspresyonu (IHK; 100x)

3¢ L Lr. E e

Resim-10: Tacrolimus grubunda (TAC-G1-5) glomeriil ve tubulointersitisyel a
siddetli TGF-B(+++) immiinekspresyonu ( IHK, 200x)




Resim-11: Tacrolimus+Kinapril grubunda (HD3-1B) tubulointersitisyumda artmis
TGF-p(+++) immiinekspresyonu (IHK; 100x)

Resim-12: Kontrol grubunda (HD1-2B) biébrek dokusunda PDGF immiinekspresyonu
negatifligi (IHK; 100x)




Resim-13: Tacrolimus grubunda (Tacl-4B) tubulointersitisyumda artmis PDGF (+++)
immiinekspresyonu (IHK; 200x)

Resim-14: Tacrolimus+Kinapril grubunda (HD4-2B) tubulointersitisyumda artmis
PDGF (++) immiinekspresyonu (IHK; 100x)
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Resim-15: Kontrol grubunda (HD1-2B) intersitisyumda artmis BMP-7 (+++)
immiinekspresyonu, (IHK; 100x)

hafif BMP-7(+) immiinekspresyonu ( iHK; 100x)
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Resim-17: Tacrolimus+Valsartan grubunda (HDV-2B) intersitisyumda hafif BMP-7(+)
immiinekspresyonu, (iIHK; 100x)

Resim-18: Tacrolimus grubunda (TAC-G1-2B) tubulointersitisyumda artmis IL-6(+++)

immiinekspresyonu, (IHK; 100x)




Resim-19: Tacrolimus+Valsartan grubunda (HDV-2B) tubulointersitisyumda orta
derecede IL-6 (++) immiinekspresyonu (IHK; 200x)

siddetli VEGF(+++) immiinekspresyonu (IHK; 200x)
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Resim-21: Tacrolimus+Kinapril grubunda (HD4-1B) tubulointersitisyumda artmis

VEGF(+++) immiinekspresyonu (iHK; 100x)

Resim-22: Tacrolimus+Valsartan grubunda (HDV-1B) orta derecede VEGF (++)
immiinekspresyonu (IHK; 100x)




6-TARTISMA:

Calismamizda kronik Tacrolimus nefrotoksisitesinde bobrekte gelisen islevsel ve yapisal
hasarin patogenezinde TGF-B, PDGF, VEGF, IL-6 ekpresyonu ve antifibrotik 6zellikli bir
sitokin olan BMP-7 ekspresyonu ile ACE inhibitorii ve Ang II reseptdr blokeri tedavisinin bu

sitokinler ve renal hasar iizerine etkisi aragtiriimigtir.

Deneysel hayvan modellerinde Tacrolimus’un sebep oldugu GFR’de azalma ve
tubﬁlointersitisyel fibrozis diyet sodyumuna bagimlidir; bu sebeple ¢aligmamiz siiresince tiim
siganlar diisiik tuzlu diyetle beslenmigtir. Yine deneysel modellerde nefrotoksisite insan igin
terapotik olan Tacrolimus tam kan diizeyinde meydana gelir (5). Transplant hastalarinda
kullamlan Tacrolimus dozu (0.3 mg/ kg) bizim sodyum deplete siganlarda kullandigimiz
deneysel dozlardan ¢ok daha kiicliktiir fakat sicanlardaki Tacrolimus kan diizeyi insanlarda
gbzlenene ¢ok benzerdir (28). Katari ve arkadaglarinin yaptigi bir klinik ¢aligmada 22
hastanin 18’inde (%82) Tacrolimusun plasma ve kan diizeyleri terapotik araliktadir (49).
Bizim ¢aligmamizda da literatiirle uyumlu olarak nefrotoksisite gelisen siganlarda Tacrolimus
diizeyi birbirinden farksizdir ve terapotik smirdadir. Nefrotoksisitenin ilacin bobrek
dokusunda ulagtif1 konsantrasyon ile iligkili oldugu gercegi sigan bdbreginde hdaha az biriken
siklosporin G’nin, siklosporin A’dan daha az nefrotoksik oldugunun gésterilmesiyle (158)
ispatlanmigtir. Dokuda Tacrolimus konsantrasyonu ile yeterli bilgimiz yoktur fakat
Tacrolimus’un lipofilik 6zelligi nedeniyle dokudaki konsantrasyonunun kan ve plasmadan
daha yiiksek olmasi beklenmekte; bu da ilag diizeyi normal sinirda olmasina ragmen
nefrotoksisite gelisimini izah etmektedir. Yine Tacrolimus diizeylerinin tiim gruplarda
birbirinden farksiz olmasi, ACE inhbit6rii ve Ang II reseptdr blokeri tedavisi ile olugan
bobrek koruyucu etkinin, bu iki ilacin Tacrolimus diizeylerine olan etkisinden bagimsiz

oldugunu gostermektedir.

Caligmamizda siganlarda kronik nefrotoksisite olugturmak i¢in 28 giin siireyle 1mg/kg/ giin
intraperitoneal Tacrolimus tedavisi uygulanmigtir. Calijma sonunda Tac+Kinapril ve
Tac+Valsartan grubundaki hayvanlarda kontrol grubu ve Tac grubuyla kiyaslandiginda
anlaml kilo kayb1 tespit edilmistir; s6z konusu iki ila¢ orogastrik yoldan tiiple verildiginden,
akciger enfeksiyonu ve travmaya sekonder gelisen komplikasyonlar bu hayvanlarda geligen
kilo kaybini agiklayabilir. Kontrol grubunda ve Tacrolimus’u tek bagina alan grupta kilo kaybi
olmamugtir ¢linkii bu iki gruba da orogastrik yolla ilag verilmemistir.
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Kan iire diizeyi hem Tacrolimus alan grupta, hem de Tac+kinapril hem de Tac+valsartan
alan grupta yiikselmistir. Istatiksel anlamh {ire artist galigma sonunda sadece Tacrolimus
grubunda olmus goriintiyor ise de; aslinda kontrol grubu digindaki tiim siganlarda kan {ire
diizeyi labaratuar normallerinin (5-23 mg/dl) {istiinde ¢ikmigtir; yani kontrol grubu digindaki

tiim siganlarda Tacrolimus nefrotoksisitesine sekonder olarak tiremi gelismigtir.

Caligma sonunda gruplar arasinda ve grup i¢inde Once ve sonra kiyaslandiginda serum
potasyumunda fark saptaomamistir. Yani Tacrolimus tedavisi hiperpotasemiye sebep
olmamigtir ve tedaviye kinapril ya da valsartan eklenmesinin serum potasyum degerleri
iizerine ek bir etkisi ortaya ¢ikmamugtir. Yine gruplar arasinda idrar voliimii, kreatinin klirensi

ve sodyum diizeyinde anlamh bir degigiklik saptanmamustir.

Daha o6nce yapilmis benzer caligmalarda, Tacrolimusa baghh renal yapisal hasar
patogenezinde, TGF-1 (4,11) PDGF’nin (4) 6nemli rol aynadig: saptanmigtir. Var olan az
sayida ¢aligmada hep bu iki sitokinin ekspresyonundaki artig degerlendirilmigtir. Ancak TGF-
B1 gibi profibrotik bir sitokin olan VEGF ve IL-6 diizeyleri ve antifibrotik bir sitokin olan
BMP-7 diizeyleri Tacrolimus nefrotoksisitesinde hi¢ arastirilmamistir. Bu nedenle etki
mekanizmasinin degerlendirilmesi i¢in TGF-B1, PDGF, VEGF, IL-6 ve BMP-7 diizeyleri
immiinhistokimya boyamalari ile degerlendirilmistir.

Hemotoksilen-Eosin ve PAS boyas: ile yapilan histopatolojik ¢aligmalarimiz sonucunda
Tacrolimus alan tiim siganlarda 28 giin i¢inde, nefrotoksisitenin karakteristik bulgular: olan
intersitisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu, intersitisyel 6dem, tubuler diizensizlik fokal
vakuolizasyon, renal tubullerde mikrokalsifikasyon (76,159), tubulit geligimi, afferent
arteriolde hafif ve belirgin derecede hyalen madde birikimi goriilmiigtiir. Trikrom-Mason
boyasi ile yaygin intersitisyel fibrozis tespit edilmistir. Kreatinin klirensinde anlaml:
degisiklik saptanmamasina ragmen Tacrolimus’u tek bagina ya da RAS blokeri ilagla birlikte
alan tiim siganlarda gesitli derecelerde nefrotoksisite bulgularinin gelismis olmasi yapisal
degisikliklerin heniiz islevsel bosukluga yol agmadifi ya da kreatininin klirensinin GFR’yi
¢ok giivenilir bir gekilde yansitmadig1 seklinde yorumlanabilir. Nitekim 1998°de Laskow ve
arkadaglarinin yapti1 bir ¢aligmada 23 hastanin 7°sinde (%30) Tacrolimus nefrotoksisitesinin
histolojik bulgular1 saptanmig olmasina ragmen serum kreatinininde degigiklik olmamugtir.
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Caligmamiz sonucunda, Tacrolimus alan sicanlarm bdbrek dokularindaki glomeriiler ve
tubulointersitisyel alanda TGF, PDGF, VEGF, IL-6 ve BMP-7 immiinekspresyonlari
degerlendirildiginde;  fibrozisle  birlikte = TGF-f, PDGF, IL-6 ve VEGF
immiinekspresyonlarinda kontrol grubuna gore anlamli artiy saptanmustir (p degerleri
sirastyla: p<0.0001, p<0.05, p<0.0001, p<0.0001). BMP-7 immiinekspresyonunda ise
istatistiki anlamhilik diizeyine ulagmamakla birlikte kontrol grubuna gére azalma egilimi
goriillmiistiir.

Tacrolimus nefrotoksisitesinde TGF-B (4,11) ve PDGF’nin (4) arttign daha Onceki
caligmalarda tespit edilmigtir. Bizim ¢aligmamiz bu agidan literatiirle liyumlu bulunmustur.
VEGF fibroziste etkili oldugu diigiiniilen diger bir sitokindir (160). Literatiirde Tacrolimus
nefrotoksisitesinde VEGF diizeyini aragtiran yaym bulunmamaktadir. Caligmamiz ayrica
Tacrolimus nefrotoksisitesinde IL.-6 ekspresyonunu inceleyen ilk ¢aligma olmasi agisindan da
Onem tagimaktadir.

Tacrolimus bdbrek transplantasyonunda etkili primer immunosupresif bir ajandir. (161)
Immunosupresif etkisi in vitro ( 162,163) ve in vivo olarak ( 164) CsA dan 10-100 kat daha
giicliidiir. Bobrek transplantasyonunda primer immiinsupresyonda ve daha 6nceki rejimlerin
rejeksiyonu engellemede etkisiz oldugu hastalarda erken ‘kurtarma’ tedavisinde ya da yan etki
ya da toksisite nedeniyle kullamlmadigi hastalarda kullanilir (38). Tacrolimus’un sebep
oldugu akut nefrotoksisite bobrek transplantasyonu sonrasinda kargilagilan en oOnemli
problemdir (29). Bu yan etki allograft siirvisini etkilemekte ya da diger solid organ ya da
kemik iligi transplat alicilarinda son doénem bobrek yetmezligine sebep olmaktadir
(74,165,166). Nefrotoksisite sikligi karaciger transplant alicilarinda %18-42; bobrek
transplant alicilarinda ise diger kalsindrin inhibitorii olan CsA’ya benzer (3,4,5) ya da ondan
daha fazla olduguna (40,48) iliskin veriler mevcuttur; sikligi %17 (49) ile % 46.2 (50)

arasinda degigmektedir.

Tacrolimus nefrotoksisinde patogenez multifaktoriyeldir (8). Hem in vivo hem in vitro
caligmalarda renal ve sistemik vasokonstruksiyon, artmig endotelin salinimi, azalmig nitrik
oksit tretimi, TGF-f ekspresyonunda artis gosterilmigtir (74,75). Renin-angiotensin
sisteminin aktivasyonu, artmig renin immiinreaktivitesiyle birlikte JGA hiperplazisiyle
desteklenen diger bir mekanizmadir. Siganlarda Tacrolimus’un sebep oldugu progresif ¢izgili
intersitisyel fibrozis gelisiminde artmig plasma renin aktivitesi ile birlikte, sodyum
deplesyonunun kritik rol oynamasi, kronik Tacrolimus nefrotoksisitesindeki yapisal ve

fonksiyonel degisikliklerin gelisiminde RAS’1n rol oynadigimi g6stermektedir (28). Holmer ve
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arkadaglar1 (167) disiik tuzlu diyetle beslenen hayvanlarda PRA (plasma renin aktivitesi) ve
renal renin mRNA’sinda artig saptamislardir; bu hayvanlarda renal renin mRNA diizeyleri
PRA’deki degisikliklere paralel gitmektedir. Tuzdan fakir beslenme, RAS’nin aktivasyonu ve
Ang II'nin sebep oldugu vasokonstriiksiyon nedeniyle medullar iskemiye katkida
bulunmaktadir (28). Ayrica Ang II vasokonstriktif etkisinden bagimsiz mekanizmalarla renal
biiytime faktorii olarak etki etmektedir. Ang II’nin mesengial ve proksimal tubuler hiicreler
tizerinde proliferatif ve hipertrofik etkilerinini gosterilmis olmasi bu peptidin renal bir sitokin

oldugunu diisiindiirmiistiir (168).

Deneysel ve klinik bulgular CsA ile de RAS aktivasyonunu gostermigtir (169,170).
Siklosporin nefrotoksisitesinde ACE inhibitérlerinin ve Ang II resept6r blokerlerinin GFR ve
hemodinamide ¢ok az diizeltme yapmasina ragmen fibrozisi azalttigy gosterilmigtir (171).
Siklosporinle benzer mekanizmalarla etki gosteren(172) ve onun gibi kalsinGrin inhibit6rii
olan Tacrolimus’un olugturdugu nefrotoksisitede daha 6nce smurl1 sayida ¢aligmada kalsiyum
kanal blokerleri , Ang II reseptor blokerleri (5), L aminoasitler denenmis (173), bu ajanlarla
renal fonksiyonda diizelme saptanmigtir. Fakat literatiirde bugiine dek ACE inhibitorii ve Ang
11 reseptor blokeri ile RAS blokajinin Tacrolimus nefrotoksisitesinde bobrekte gelisen iglevsel
ve yapisal hasar tiizerine etkisini degerlendiren ve karsilagtiran herhangi bir c¢aligma
bulunmamaktadir.

Caliymamizin sonunda Tacrolimus’a baghh olarak bobrekte olusan yapisal hasar
bulgularindan biri olan tubulointersitisyel fibr6z bulgularinin RAS blokaji (Kinapril ve
Valsartan tedavisi) ile 6nemli derecede geriledigi saptanmustir. Ozellikle Kinapril afferent
arteriolopati geligimi {izerinde olumlu etki gdstermektedir, aym olumlu etki Valsartan ile
gbzlemlenmemigtir. Yine Kontrol grubundaki sicanlarin kesitlerin higbirinde intersitisyumda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptanmazken, Tac grubunda % 75 oraninda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu saptanmugtir. Kinapril (%12.5) ve Valsartan(%14.3) intersitisyumda
mononiikleer hiicre infiltrasyonunda belirgin olarak azaltmaktadir. (p<0.005) (Sekil-12)
Caligmamizda elde edilen veriler, Tacrolimus ile gelisen bobrek hasarmin profibrotik
sitokinler olan TGF-B, PDGF, VEGF, IL-6’nin glomeriiler ve tubuler ekspresyonunda
meydana gelen artma ve yakin donemde kesfedilen antifibrotik 6zeliklere sahip bir sitokin
olan BMP-7’nin glomeriiler ve tubuler ekspresyonunda meydana gelen azalmayla iligkili
olabilecegini diislindiirmiistiir.
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Glomeriiler ya da nonglomeriiler kaynakli birgok bébrek hastaligi tubulointersitisyel alanda
genisleme ve fibrozisle sonuglanir (174). Fibrozis genellikle dokudaki parenkimal hiicrelerin
yiiksek derecede differansiye olmasi pahasina stromal elementlerin geniglemesiyle olugur
(174). Renal hastaliklarda stromal elementlerin genislemesi bobrek mimarisini kesintiye

ugratirken s1v1 ve soliit degisimi de bozulur.

Renal intersitisyumdaki diizensizlige ve sonugta fibrozis gelisimine katkida bulunan
stromal elementler miyofibroblastlar, monositler, ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin fazla
yapmudir (174). Veriler tubulointersitisyel fibrozisin birgok durumda TGF-B’a bagimh bir
stire¢ oldugunu gostermektedir (16). TGF-B bébrekte énemli bir profibrojenik ajan olarak
bilinmektedir (123).

Siklosporin ve Tacrolimus tedavisi, IL-2 benzeri proinflamatuar sitokinlerin ekspresyon ve
transkripsiyonu {izerindeki inhibitér etkileri diginda TGF-B’nin artmig ekspresyonuna neden
olur (27). Belirgin immunosupresif 6zelikleri olan bu sitokinin ayrica dokuda fibrozis
gelisimini ve matriks proteinlerinin depozisyonu arttirict 6zellikleri vardir. Kalsinérin
inhibitorlerinin intragraft TGF-B diizeylerini arttirdign ve allograftta fibroz gelistirdigi
gosterilmigtir (27). Bu etkilerin her iki kalsinérin - inhibitdriinde de bulunmakla birlikte,
hangisinin TGF-f ekspresyonunu daha fazla arttirdigi konusu ile ilgili geliskili yayinlar
bulunmaktadir (1,11,35).

Calismamizda RAS blokaji (kinapril ve valsartan tedavisi) TGF-B ekspresyonunda
azalmaya sebep olmustur. Bu agidan Kinapril Valsartan’a relatif olarak iistiin bulunmustur.
Son zamanlarda Ang II’nin, proksimal tubuler hiicrelerde selliiler hipertrofiyi, kollajen IV
mRNA ekspresyonu ve protein sentezini stimiile eden lokal biiylime faktér fonksiyonu ve
sigan mesengial hiicrelerinde biglikan, fibronektin, kollajen I mRNA ve proteinini uyardig1
gosterilmistir. Ang II'nin biiylime fakt6r fonksiyonlarimin ¢ogu TGF-B aracih@ iledir. Kiiltiir
mesengial hiicrelerine Ang II eklenmesi, TGF-f mRNA ve aktif TGF-B proteinini arttirir.
Ayrica Ang II’nin matriks protein sentezi lizerindeki stimulatér etkileri TGF-p notralize eden
antikorlarin eklenmesi ile bloke edilebilir. Ang II’'nin kardiak endotel hiicreleri ve
fibroblastlardan TGF-B {iiretimini stimiile etmesi, sistemik hipertansiyonun eglik ettigi
kardiyak hipertrofi ve vaskiiler yeniden yapilanmada (remodeling), AIl- TGF-B aksimn
onemli bir rol oynadifim gosterir. Angiotensin doniigtiirlicli enzim inhibitérleri kalp ve
bobrekte hem hemodinamik mekanizmalarla basing ve akimi azaltarak, hem de antifibrotik

mekanizmalarla fibrozisi azaltir (88).
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Gross ve arkadaslarinin (175) COL4A3-/- farelerde (fenotipik olarak Alport sendromuna
benzeyen progresif renal fibrozis modeli ACE inhibit6rii (Ramipril) ve Ang II (Kandesartan)
tipl reseptor antagonistlerinin antifibrotik giictinii kargilagtirmiglardir. Bu ¢alismada TGF-B,
konnektif doku biiylime faktorii, metalloproteinazlar ve ekstraselliiler matriks proteinlerini
azaltmas1 agisindan ramiprilin antifibrotik potansiyeli daha yiiksek bulunmugtur. Ramipril
tedavisi TGF-B’y1 %200 (microarray analiz), Candesartan ise % 80 azaltmigtir. Bizim
calismamizda Tacrolimus nefrotoksisitesi geligen siganlarda hem kinapril hem de Valsartan’in
TGF-B ekspresyonunu azaltma agisindan olumlu etkileri saptanmug, bu etki agisindan Kinapril
gérece olarak Valsartan’a istiin bulunmugtur. RAS blokajinin Ang II’ nin etkilerini bloke
ederek TGF-P ekspresyonunu azaltmasi miimkiindiir.

PDGF hem insan hastaliklarinda hem de deneysel modellerde progresif renal hasar
patogenezinde sik¢a suglanmaktadir. PDGF artmig ekpresyonunun glomeriiler ve diger renal
hastaliklardaki patolojik 6nemi daha dnce bildiritmistir. PDGF, hem renal hiicreler ve hem de
go¢ yoluyla gelen makrofajlar tarafindan sentezlenir (100). PDGF etkileri mesengiyal hiicre
proliferasyonunu stimiile etmek, ekstraselliiler matriks (ECM) sentezini arttirmak ve TGF-
B’nin ekspresyonunu arttirmaktir. Ayrica, angiotensin II, endotelin, inflamatuar sitokinler,
ileri glikozillenmis son tirlinleri igeren renal hastalikta suglanan gesitli faktorlere cevap olarak
da, PDGF diizeyleri artar (100).Tacrolimus nefrotoksisitesinde de PDGF’nin arttifi daha
Onceki c¢alismalarda tespit edilmigtir. (4) Bizim c¢aligmamizda literatiirle uyumlu olarak
Tacrolimus uygulamasi ile PDGF B zincirinin glomeriiler ve tubuler ekspresyonu anlamh
olarak artmugtir. Caligmamizin sonuglarma gére PDGF B ekspresyonundaki artisin
Tacrolimus nefrotoksisitesinde 6nemli bir lezyon olan tubulointersitisyel fibrozis gelisiminde
etkili olabilecegi diistinilmiistiir. Ayrica Kinapril ve Valsartan ile RAS blokaji yapilan iki
grupta PDGF B glomeriiler ve tubuler ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi hatta kontrol
grubuna yaklagtigi saptanmistir. RAS blokajinin bu olumlu etkileri iki ilagta da birbirine
benzer bulunmugtur. Angiotensin II’'nin vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde PDGF A ve B
zincirinin transkripsiyonunu arttirarak, ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (176). RAS
blokaji ile PDGF ekspresyonunun azalmasimn olast mekanizmasi, Tacrolimus
nefrotoksisitesinde aktif hale gelmis RAS’nin aktif peptidi olan angiotensin II’nin bloke
edilerek PDGF ekspresyonu artis1 yapmasimn engellenmesidir.

BMP-7 son donemde TGF-P ailesine mensup, ilerleyici fibrozis ile seyreden bdbrek

hastaliklarinda TGF-B’nin profibrojenik etkilerini ortadan kaldiran ve béylece fibrozis

ilerlemesini durduran yeni bir sitokindir. (15,16) Hasarlanmg bébrekte bir ¢ok endojen
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biiytime ve hemostatik fakt6riin kayb1 ya da tiretiminde azalma sebebiyle, tubul hiicrelerinin
proliferasyonu inhibe olur. BMP-7, iste bu kaybedilen faktorlerden biridir (177). Aym
zamanda BMP-7 bobrek gelisiminde anahtar bir morfojenik sinyaldir (107). Akut iskemik
hasar, tubulointersitisyel fibroz, diyabetik nefropati, lupus nefriti, renal osteodistrofideki
vaskiiler kalsifikasyon gibi iyi bilinen renal hastaliklarin hayvan modellerinde BMP-7’nin
rolii arastirilmig ve ¢ogunda patogenezde rol oynadii gésterilmigtir. Kemirgen hayvanlarda
(rodent) unilateral obstruksiyon modelinde obstruksiyonla ayn1 anda baglanarak 5 giin siireyle
verilen BMP-7nin renal fonksiyonu korudugu, tubuler atrofiyi dnledigi ve obstruksiyondan
sonraki ilk 5 giin iginde gelisen tubulointersitisyel inflamasyon ve fibrozisi azalttif
gosterilmistir. BMP-7, apopitozunun uyarilmasini engelleyerek renal tubuler epitelyal
biitiinl{iigtin devamin saglamig ve epitelyal-mesenkimal transdiferansiyasyonu inhibe (15)
etmigtir (17).

Literatiirde Tacrolimus nefrotoksisitesinde BMP-7 ekspresyonunu degerlendiren bir
caligma bulunmamaktadir. Kalsindrin inhibitdrlerinde BMP-7 ekspresyonunu degerlendiren
tek calisma siklosporin ile iligkilidir (178). Bu ¢aligmada siklosporin nefrotoksisitesinde
BMP-7 ekspresyonu azalmig olarak bulunmug, ACE inhibit6rii( kinapril)’nin BMP-7’yi
arttirdid1 gosterilmistir. Bizim g¢aligmamizda, siklosporin ile aymi gruptan bir ajan olan
Tacrolimusun olugturdugu  nefrotoksisitede de BMP-7 ekspresyonunu azalmig olarak
bulunmus; fakat bu azalma istatistiki anlamliliga ulasmamigtir. Bu sonucun alinmasinda

Orneklem biiyiikliigiiniin yetersizligi rol oynams olabilir.

Caligtigimiz diger bir sitokin olan IL-6"nin glomeriiler hiicreler iizerinde proliferatif etkileri
olabilecegi gosterilmistir (134,135). In vivo ve in vitro galigmalar IL-6°nin mesengial hiicre
proliferasyonunun otokrin bir diizenleyicisi oldugunu desteklemigtir (136). Glomertildeki IL-6
boyanma yogunlugu glomeriil hiicre sayisindaki artigla koreledir (136). Bu veriler proliferatif
glomeriilonefritlerin patogenezinde, etkilenmis glomeriillerdeki mesengial hiicrelerin fazla
miktarda {rettigi IL-6’min rol oynadigim gostermektedir (136,137). Caligmamizda
nefrotoksisite gelisen tlim gruplarda (Grup 2, Grup 3, Grup 4) IL-6 immiinekspresyonu
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (p<0.0001). IL-6’nin mesengial hiicreler
lizerinde daha c¢ok proliferatif etkileri oldugu bilindiginden, ¢alismamizda IL-6’nin artmig
ekspresyonu bu fibrojenik sitokinin Tacrolimus nefrotoksisitesi patogenezinde farkli

mekanizmalarla etkili oldugunu diigtindtirmektedir.
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Ang II ayrnica mesengial ve diiz kas hiicre kiiltiirlerinde IL-6’min salinimimm ve mRNA
ekspresyonunu arttirir. (138,139). Ortega ve arkadaglarimin yaptigi bir ¢alismada, Ang II’nin
inflizyon ile verildigi siganlarda IL-6 iiretiminin arttiim, mesengial hiicreler agirlikta olmak
tizere glomeriiler hiicrelerde, tubuler hiicrelerde, ve renal arterlerde( ana olarak vaskiiler diiz
kas hiicreleri) eksprese edildigini, boylece Ang I’nin in vivo olarak IL-6 {iretimini
artirdifin1  gosterilmigtir. Literatiirde anti IL-6 reseptdr antikorlarniyla IL-6 sinyalinin
blokajinin Ang IP’nin tetikledigi hiicre proliferasyonunu azalthp: gosterilmigtir (138).
Calisgmamizda hem Kinapril hem Valsartan IL-6 ekspresyonunu azaltmaya sebep olmustur.
Ang II etkilerinin blokajinin IL-6 ekspresyohundaki artis1 engellemesi olasi mekanizma
olarak disiiniilmiigtiir. Bu olumlu etki Valsartan’da Kinapril’e gore relatif olarak daha iistiin
bulunmugtur. Cahymamiz Tacrolimus nefrotoksisitesinde IL-6 ekspresyonunu inceleyen ilk

calisma olmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

VEGF fibroziste etkili oldugu diistiniilen diger bir sitokindir (159). Tubuler hiicreler,
hipoksi ya da hasara, VEGF tiretimi ile yamt verirler; VEGF, peritubuler kapillerlerin
proliferasyonunu stimiile ederek tubuler hasari onarir (140); bu sebeple VEGF nin doku
iskemi siiresince endotel hiicreleri igin proliferatif ‘sagkalimci faktér’oldugu kabul edilir
(143,144). VEGF sisteminin bir ¢cok nefropati tipinde etkilendigi gosterilmis olup (145)
VEGF’ii manipiile eden girisimlerin terapstik agidan faydali olabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(140). Literatiirde Tacrolimus nefrotoksisitesinde VEGF diizeyini aragtran yayin
bulunmamaktadir. VEGF bizim ¢aligmamizda Tacrolimus nefrotoksisitesi gelisen tiim
gruplarda kontrol grubuna oranla artmg bulunmustur. (p<0.0001) Kinapril, VEGF
ekspresyon artigim azaltmas: agisindan Valsartan’a gére gorece olarak iistlin gériilmektedir.

Klasik olarak lokal ve sistemik hemodinamik regulasyona katilan vasoaktif bir ajan oldugu
bilinen Ang II’nin, son dénemde renal patolojide aktif rol oynayan gergek bir sitokin olarak
kabul edilmesi gerektigi diistiniilmektedir (24,25,26). Ang II, hiicre tipine bagimh olarak
hiperplazi ve hipertrofiyi indiikleyen renal biiylime faktorii olarak etki gosterir. Bu vasoaktif
peptid mesengial ve tubular hiicreleri ve intersitisyel fibroblastlan, aktive ederek fibronektin,
laminin ve kollagen gibi ECM proteinlerinin ekspresyonunu ve sentezini arttirir (19). Bu

etkilerden bazilarina TGF- gibi diger biiyiime faktorlerinin salintmi aracilik eder (153).
Intakt siganlara Ang II inflizyonu glomeriiler transkapiller basingta artisa ve ve sonugta

progresif glomertiler sklerozise sebep olmaktadir (179,180). Ang II etkilerinin ACE
inhibitorleri ve angiotensin tip I (AT1) antagonistleri ile bloke edilmesi, insanlarda bébrek
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hasarinin bir ¢gok modelinde proteiniiriyi, TGF-p gibi gen ekspresyonu artigim, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ve fibrozisi Onlemektedir (24,25,26). Ang II, ayrica, mononikleer
hiicreleri aktive eder, ve proinflamatuar mediatorleri arttirir (sitokinler, kemokinler, adezyon
molekiilleri, niikleer faktér-kB) (153,181,182). Caligmamizda hem ACE inhibit6rii kinapril,
hem de Ang II resept6r blokeri Valsartan intersitisyumda mononiikleer hiicre infiltrasyonunda
belirgin azalma yapmstir ( p<0.005).

Sicanlara kronik olarak Ang II infiize edildiginde tubuler atrofi ve dilatasyon, silendir
formasyonu, interstisyel monosit infiltrasyonu ile birlikte tubulointerstisyel hasar ve tip IV
kollajen depozisyonu ile birlikte intersitisyel fibrozis gelismektedir (183). Kiiltlirde renal
intersitisyel fibroblastlar AT1 reseptorii eksprese ederler, Ang II stimulasyonu sonrast TGF-3
aracilikli mekanizmalarla hiicre proliferasyonunda ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin
ekspresyonu ve sentezinde artig goriilir (21). TGF-B ve PDGF B’niin fibroblastlarin
miyofibroblastlara transformasyonunu indiikledigi gosterilmigtir (184,185). Bu etkileri Ang IT
ile TGF-B geninin upregiilasyonunun sonucudur; renal tubuler hiicrelerde, fibroblastlarda ve
diger hiicrelerde TGF-f tretimini stimiile eder (186). Tubuler epitelyum hiicreleri,
makrofajlar, fibroblastlar gibi renal hiicrelerde Ang II sentezleyen sistemin varlifi daha
Onceki raporlarda gosterilmistir (186). Bu sonuglar lokal intersitisyel intrarenal RAS’1n,

inflamatuar proses ve progresif renal hasarda 6nemli rol oynadigini gostermektedir.

RAS’1in blokajmin renoprotektif oldugu ¢ok sayida hayvan ve insan ¢aligmalariyla
dogrulanmigtir. RAS blokerlerinin renoproteksiyonu, intraglomeriiler kapiller basincin
azalmasiyla, antiproteiniirik etkileriyle ve nonhemodinamik etkileriyle iligkilidir (186). Ek
olarak RAS’1in nonhemodinamik etkilerinin daha iyi anlagilmas: renal fibrozis tedavilerinin
iyilesmesine yol agmigtir (153). Ang II nin giicli proinflamatuar etkileri vardir. Ang II
aktivitesinin blokaji, ayrica, makrofaj infiltrasyonu ve miyofibroblast proliferasyonunu da
belirgin olarak inhibe eder ve ayrica PDGF ve TGF beta ekspresyonunu azaltir (186).
Calismamizda hem ACE hem Ang II reseptér blokeri ile tedavi edilen siganlarda PDGF
ekspresyonunda azalma olmugtur.

Caligmamizin sonucunda Tacrolimus verilen siganlarda Tacrolimus nefrotoksisitenin tipik
histolojik bulgularimin gelistigi, bu bulgulardan en Onemlilerinden biri olan hyalen
arteriolopatiyi Kinapril tedavisinin belirgin olarak azalttifi, Valsartan’in ise hyalen
arteriolopati iizerinde pek etkili olmadig1 gézlenmistir. Diger 6nemli bulgu olan intersitisyel
fibrozis iizerinde, Kinapril’in fibrozisi azaltici etkisinin oldugu ve bu etkinin Valsartan
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tedavisinden gorece olarak fUstiin oldugu saptanmigtir. Her iki ilag da glomeriil ve
intersitisyumdaki mononiikleer hiicre infiltrasyonunu ve vakuolizasyonu belirgin sekilde ve
birbirlerine benzer oranlarda azaltnmgtir. Ayrica, Tacrolimus nefrotoksisitesi gelistirilmis bu
sican modelinde, Kinapril ve Valsartan tedavi gruplarinda TGF-B, PDGF, IL-6, ve VEGF
immiinekspresyonlar1 belirgin gekilde artmug; BMP-7 ise azalma egiliminde olmasina ragmen
fark istatiki anlamhiliga ulagmamugtir. Kinapril ve Valsartan tedavisi TGF’yi, PDGF’yi
birbirine benzer oranda ve belirgin sekilde azaltmig; VEGF’yi azaltma konusunda Kinapril,
IL-6’y1 azaltma konusunda relatif olarak Valsartan {istiin g6ziikmiigtiir.

Sitokin ekspresyonlarim hemen hemen benzer sekilde azaltiyor goriinmelerine ragmen
ACE inhibitorti Kinapril’in hyalen arteriolopati iizerinde belirgin ve intersitisyel fibrozis
tizerindeki gorece olarak daha olumlu etkisi, doniistiiriicii enzim inhibitdrlerinin anjiotensin
IT blokajt yanunda, kinin aktivitesini arttirmasi ve vasodilatatdr prostaglandinlerin aktivitesini
arttirmasi ile izah edilebilir (187). Bir baska olasi agiklama da, ACEI Ang I’in Ang II’ye
doniligtimiinti azaltirken, juksta glomeriiler apparatus (JGA) iizerindeki negatif feedback
inhibisyonun kaybindan dolay: renin diizeyleri kompansatuar olarak artar. Ang tipl reseptor
antagonistlerinde ise JGA tizerindeki Ang II aracilig1 ile olugan normal feeedback inhibisyon
devam ettiginden hem Ang II yiikselir, hem de renin ve Ang II {iretimi artar. Inhibisyon
diizeyindeki bu farklar ACEI ve AT1 reseptor blokeri ilaglarin terapotik etkilerinin fakliligini
aciklayabilir (188).

Sonuglarimiz Tacrolimus nefrotoksisitesinde profibrojenik sitokinler olan TGF-B, PDGF,
VEGF ve IL-6’mn arttifim, antifibrotik bir sitokin olan BMP-7 nin istatistiki anlamliliga
ulagmasa da azaldifini gostermektedir. Caligmamizda, ayrica RAS blokajimn Tacrolimus
nefrotoksisitesinde profibrojenik sitokin ekspresyonunu azaltma &zellikleri oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar bu sitokinleri manipiile eden girisimlerin terapstik agidan faydal
olabilecegini dolayli olarak diisiindiirmektedir. Bu yonde ¢aligmalarn siirdiiriilmesi 6zellikle
organ transplantasyonunda akut reddin onlenmesindeki etkinligi nedeniyle kullanimi son
derecede dnemli olan Tacrolimus’un kullanimim kisitlayan en 6nemli sorunun ¢6ziilmesine
yardimci olacaktir.
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8-EK TESEKKUR

Tacrolimusun hayvan kullanimi i¢in 6zel ampiillerinin (Fujisawa) temin edilmesindeki
katkilarindan dolay1 Eczacibagsi A.S’e, biyokimyasal 6rneklerin labaratuar ¢aligmalarini

finanse eden Novartis A.S e tesekkiir ederim.
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