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1. GIRIS

KBH Evre 5, iilkemizde ve diinyada insidansi her gecen yil artmakta olan
morbidite ve mortalitesi yiiksek bir saglik sorunudur. Giliniimiizde, KBH Evre 5
gelismis olan hastalara uygulanabilecek en seckin tedavi ydntemi olarak renal
transplantasyon kabul edilmektedir. Hastalarin, transplantasyon sonrasi, yiiksek yasam
kalitesi, diisiik morbidite ve mortalite oranlari, aktif sosyal yasama katilimlar1 bu
etkinligi saglayan baslica faktdrler olarak siralanabilir (1).

Renal transplantasyonda kisa donemde hasta ve greft sonuglarindaki kabul
edilebilir gelismelere ragmen, uzun siireli takip sonuglarinda doyurucu bir gelisme halen
mevcut degildir. Renal transplantasyon sonrasinda ortaya ¢ikan en temel problemler,
akut ve kronik rejeksiyon ve immunsupresif ilaglarin yan etkileridir. Renal
transplantasyon bilimi son yarim yiizyilda, immiin sistemin allogreft rejeksiyonundaki
roliiniin daha 1yi anlasilmasi, greft basarisizliginin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin agiga ¢ikarilmasi ve immiinsupresyonun daha iyi yonetilmesi sayesinde
onemli Ol¢iide gelisme kaydetmistir. Rejeksiyon her zaman baslica engel kaynagi
olmustur. Greft alicisindan genetik olarak farkli olan bir donériin dokularinin ya da
hiicrelerinin transplantasyonu, alicida donor greftinin alloantijenlerine karsi bir immiin
yanit1 indiikler. Bu yanit, kontrol edilmedigi takdirde, greftin tahribatina neden olur.

Yakin zamanda yapilan kesifler, akut rejeksiyonun birincil ajanlari olan T
lenfositlerin allogrefte nasil ulastiklarint ve onu nasil tanidiklarint agikliga
kavusturmustur. Ayrica, kostimiilatér molekiillerin ve sitokinlerin etkilerinin
anlagilmasinda ve dogal immiin sistemin greft rejeksiyonuna nasil katildiginin
aciklanmasinda onemli diizeyde ilerleme kaydedilmistir (2).

Kronik allogreft nefropatisi (KAN), hipertansiyon, proteiniiri, artmis serum
kreatinini ve birka¢ aydan yillara kadar degisebilen siire icinde ortaya c¢ikabilecek
ilerleyici bobrek disfonksiyonu ile karakterize klinik bir siirectir. KAN etiyolojisinde,
akut rejeksiyon, subklinik rejeksiyon, antikor aracili kronik rejeksiyon, HLA
uyumsuzlugu, yetersiz immiinsiipresyon gibi immiinolojik faktorler veya viral
enfeksiyonlar, hiperlipidemi, hipertansiyon, kalsindrin inhibitorlerinin nefrotoksik
etkilerine bagli immiinolojik olmayan faktorler yer alir (3).

Gegtigimiz on yil i¢cinde transplantasyon yapilan hastalarda uzun donem bobrek

fonksiyonlarmin korunmasi ve bu hastalarin yasam kalitesinin artirilmasi ile ilgili



kaygilar 6n plana ¢ikmistir. Bu noktada transplantasyon sonrasit donemde daha 1iyi renal
koruyucu tedaviler ve yeni tedavi secenekleri ile ilgili arastirmalar devam etmektedir.

Geleneksel bilgi olarak, D vitamininin kemik saghigi ile ilgili oldugu ve
eksikliginde cocuklarda rikets, yetiskinlerde osteomalazi goriildiigli ve osteoporoz
riskinin artti31 kabul edilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalarla D vitamininin, tip
2 Diabetes mellitus, kardiovaskiiler hastaliklar, kanser, otoimmiin hastalik ve bazi
enfeksiyon hastaliklar1 riskini azaltmada onemli rolii oldugu, kemik disinda bir ¢ok
doku ve organda otokrin ve parakrin etkilerinin bulundugu anlagilmistir (4,5).

Cesitli ¢alismalarda elde edilen veriler, D vitamininin normal bobrek dokusu ve
fonksiyonunun devaminda onemli rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (6,7). Hayvan
modellerinde kalsitrioliin enfeksiyon riskini artirmaksizin greft fonksiyonlarini
tyilestirdigi gosterilmistir. Ratlarda yapilan bir calismada aktif D vitamini bilesiklerinin
kronik allogreft nefropatisine karsi koruyucu oldugu bulunmustur (8). Bdbrek
transplantasyonunda yapilan bir arastirmada kalsitrioliin (aktif D vitamininin) greftin
fonksiyonunu uzatirken greft fibrozisini de azaltabilecegini gosteren sonuglar elde
edilmistir (9).

Bugiine kadar yapilmis olan bazi arastrmalarda D vitamini alan hastalarda
glomerular filtrasyon hizinin (GFH) daha 1yi oldugunu gdsteren sonuglar elde edilmis
olmasma ragmen D vitamini destegi ile greft fonksiyonlarindaki iyilesme arasinda
dogrudan bir iliski kurmak zordur (10,11).

Glinimiizde D vitamininin etkinliginin sadece kalsiyum homeostazisini
diizenleyerek kemik sagligimi devam ettirmekle smirli olmayip, ayni zamanda
proapopitotik, antienflamatuar ve immiinmodiilatuar ozelliklere de sahip oldugu
anlasilmistir (5). Bu nedenle 6nlenebilir ve tedavi edilebilir bir durum olan D vitamini
eksikligi, Ozellikle eksiklik durumunda ortaya ¢ikabilecek klinik sonuglar
disiiniildiigiinde renal transplantasyon kliniginde izlenen hastalar agisindan 6nemlidir.

Bu calismadaki amacimiz, renal transplant alicilarini; D vitamini diizeyleri ile

renal greft fonksiyonlari lizerine olan etkisini degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Renal Transplantasyon

Gilinitimiizde renal transplantasyon KBH Evre 5 gelisen hastalar i¢cin kabul edilen
en etkili tedavi yontemidir (1). Yeni ve giiclii immunsupresif ilaglarin kullanima
girmesiyle basar1 oraninin artmasi bu tedavi secenegini daha yaygin kullanilir hale
getirmistir. Yapilan meta analizlerde, renal transplantasyonun, diyaliz tedavisi ile
karsilastirildiginda, yiiksek yasam kalitesi, diisiik morbidite ve mortalite oranlariyla,
SDBY hastalarinda baslica ve en Onemli tedavi sekli oldugu gosterilmistir. Renal
transplantasyonun beklenen yasam siiresi iizerine etkisi, kronik diyalize gore 25-30 yil
kadar uzun olabilmektedir (12).

Fonksiyon goren greft bobrek sayesinde, hastalar daha iyi bir hayat kalitesine
sahip olmakta, daha 1iyi bir rehabilitasyon siireci gecirmekte, toplum igine
karisabilmekte ve sosyal yasamin bir pargast olabilmektedirler. Her tiir diyaliz
komplikasyonundan da uzak kalmaktadirlar. Enfeksiyon, anemi, elektrolit bozukluklari,
kanama, kemik mineral bozukluklarmin biiyiik 6l¢iide ortadan kalkmasi, hastaneye yatis
oranlarin1 da ¢ok biliyllk oranda diistirmektedir (1). Biitlin bunlarm yaninda
transplantasyon sonrasi disiplinli, kontrol altinda bir yasam, siki doktor hasta iligkisi
immiinsupressif ilaclarin hayat boyu kullanilmasi zorunlulugunu dogurmakta ve immiin
sistemin kronik baskilanmasinin komplikasyonlar1 olarak enfeksiyonlara, tiimor
gelisimine, lenfoproliferatif hastaliklara meyil olusturmaktadir. Selektif etkili
immunsupresif ilaclarim  kombinasyonlariyla minimal yan etki, maksimum
immunsupresyon politikast uygulaniyor olmasmma ragmen yine de tam olarak
coziilemeyen akut red problemi, zaman i¢cinde immiin mekanizmalarla ya da nonimmiin
faktorlerin etkisiyle, KAN nedeniyle greftin fonksiyonel dokusunun yipratarak yerine
fibroz doku olugmasi ve fonksiyon yetersizligine gitmesi ve sonugta hastanin tekrar
hemodiyaliz destegine donmesi ya da yeni bir allogreft gereksinimine neden olmaktadir
(2).

Immunsupresif ilaglar gelistirilmeden &nce basarili bdbrek nakli sadece tek
yumurta ikizleri arasinda yapilabilmekteydi. Bu yiizden basarili  bdbrek
transplantasyonunda immunsupresif ilaglarin gelistirilmesi doniim noktasi olmustur

(13). 1960’larm basinda azatioprin, 1980’lerin basinda siklosporin A’nin  ve



antilenfositik globulinlerin kullanima girmesiyle allogreft sagkalimi uzamis ve
rejeksiyon sikliginda belirgin azalma olmustur. Bununla birlikte bu ilaglarin ciddi yan
etkilerinin olmasi bodbrek transplantasyonundan sonra beklenen komplikasyonlarin
artirmis ve kullanimlarini kisitlamaktadir. Bu komplikasyonlar arasinda hipertansiyon,
hiperlipidemi, transplantasyon sonrasi gelisen DM, osteoporoz, enfeksiyonlar, organ
toksisiteleri ve malignite gelisimi sayilabilir.

Son yillarda renal transplant alicilarinin uzun donem greft fonksiyonlarinda
onemli degisiklikler olmustur. Cerrahi tekniklerde iyilesme, uygun dondr se¢imi, gii¢lii
immunsupresif ilaglarin kullanima girmesi ve bu konuda deneyimin artmasi, 6zellesmis
transplantasyon ekiplerinin olusmasi ile renal greft sag kaliminda belirgin 1yilesmeler
olmustur (1).

Greft yasam siiresini etkileyen baslica faktorler olarak donér tipi (canlvkadavra),
HLA uyumu, iskemi zamani, transplantasyon Oncesi diyaliz siiresi, gecikmis greft
fonksiyonu, alicinin ve dondriin yasi, son donem bobrek yetmezligine neden olan
primer hastalik, tedaviye uyum, akut ve kronik rejeksiyon sayilabilir. Canli donérlerde
iskemi siiresi daha kisa ve doku daha saglikli ve genellikle de anne veya babadan nakil
yapildig1 icin, greft 6mrii daha uzun olmaktadir (14). Genel olarak HLA uyumlu
nakillerde greft dmrii daha uzun olmaktadir (15).

Greft Omriinii uzatan faktorlerden biri de soguk iskemi zamaninm kisa olmasidir.
Bunun canli dondrlerde kolaylikla saglanabilmesi, canli vericiden yapilan
transplantasyon sonuglarinin daha iyi olmasinin nedenlerinden biridir. Kronik diyaliz
tedavisi uygulanmadan preemptif olarak yapilan transplantasyon, biiylime ve psikolojik
gelisim tizerine son derece olumlu etkiler yapmakta, hemodiyaliz ve periton diyalizi igin
gerekli yapilarin  korunmasmi  saglamaktadir. Gecikmis greft fonksiyonu,
transplantasyon sonrasi ilk bir haftada diyaliz gereksinimi olmasi seklinde tanimlanir.
Kadavradan nakillerde daha sik goériilmektedir. Bunun nedenleri uzamig soguk iskemi
zamani, HLA uyumsuzlugu, indiiksiyon tedavisinde antikor kullanilmamasidir. Donor
yast ilerledikge nefron sayist azalir ve bu da prognozu etkileyen 6nemli bir faktordiir
(16). Kronik ve akut rejeksiyon greft kaybinin en 6nemli nedenleridir. Bu nedenle greft
fonksiyonunun duyarli ve giivenilir bir sekilde degerlendirilmesi, erken donemde
rejeksiyon tanisinin konmasi ve tedavinin diizenlenmesi ¢ok Onemli bir siiregtir.
Vaskiiler tromboz, kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle o©liim, primer hastalik

rekiirrensi, enfeksiyonlar ve malignite gelisimi greft kaybina neden olan diger nedenler



arasindadir. Bobrek naklinin basarisini artirmak i¢in nakil dncesinde alic1 ve donore ait

pek cok faktor goz oniinde bulundurulmalidir (17).

2.2. Allogreft Rejeksiyon Tipleri

Greft rejeksiyonlar1 reddin gergeklesme siirelerine gore hiperakut (sonraki birkag
dakika i¢inde), akut (birkag¢ giin ile hafta i¢inde), gec¢ akut (3 aydan sonra) ya da kronik
(birkag ay ile birkac yil sonra) olabilir. Greft rejeksiyonu patofizyolojik degisikliklere
gore selliiler, intersisyel, wvaskiiler, antikor-endotelyal olarak ayrilir. Histolojik
inflamasyonun siddetine gore Banff smiflamasi yapilmistir. Tedaviye yanita
(glukokortikoid direncinin varligi ya da yoklugu), disfonksiyonun varligma ya da
yokluguna (swrasiyla akut ya da subklinik rejeksiyon) ve immiinolojik mekanizmalara
gore (edinsel ya da dogal immiin yanit1) de smiflandirilabilir (18,19). Genel olarak
rejeksiyonun hiperakut, akut ve kronik olmak iizere 3 temel sekli gozlenir (20).

Renal allogreft biyopsi endikasyonlart:

Transplant biyopsisi klinik bulgular ve diger yontemlerle etiyolojisi tam
aydmnlatilamamis greft fonksiyon bozukluklari i¢in kullanilir. Biyopsideki histolojik
bulgular prognozu ve tedavi se¢cimini etkileyebilir. Allogreft biyopsi endikasyonlar1 su
sekilde siralanabilir (21,22).

1- Kadavra dondr transplantasyonlar1 sonrast ilk 2-3 hafta i¢inde, canli donor
transplantasyonlu hastalarda ise ilk hafta icinde grefite fonksiyon
goriilmemesi (primer nonfonksiyon),

2-  Rejeksiyon agisindan yiiksek risk tasiyan hastalarda,

3-  Gecikmis greft fonksiyonu olan hastalarda iki hafta sonra halen serum
kreatinin diizeyinin yiiksek seyretmesi,

4-  Baslangictaki 1yi1 fonksiyona ragmen, bilinmeyen bir etiyoloji ile greft
fonksiyonlarinda hizla bozulma,

5-  Renal fonksiyonlarda yavas sekilde progresyon gosteren bozulma,

6- Ampirik antirejeksiyon tedaviye belirli bir siire gectigi halde yanit
alinamamasi,

7-  Aciklanamayan nefrotik sendrom ya da 1 g/L’yi asan proteiniiri,

8- Dismorfik eritrositlerle seyreden hematiiri,



9-  Diger noninvaziv tekniklerle celiskide kalman veya net sonu¢ alinamayan
herhangi bir renal fonksiyon bozuklugu,

10- Konvansiyonel antirejeksiyon tedaviye direngli olan akut rejeksiyon
olgularinda, ATG yada OKT3 gibi potent immunsupresif ajanlarin
kullanilmasindan once allogreft biyopsisi yapilabilir.

Ancak bazi yayinlarda akut rejeksiyon tedavilerinden sonra yapilacak protokol
biyopsilerin yararindan bahsedilmektedir (23) Yakin gecmise kadar renal allogreft
patolojisi i¢in histopatolojik incelemede ve rejeksiyonlarin derecelenmesinde diinyaca
kabul edilen standart bir yaklasim yoktu. 1991°de nefropatologlar tarafindan allogreft
biyopsilerinde belirli bir standardizasyona gidilebilmesi i¢in ¢alismalar baglatilmistir.
Bu amag¢la Kanada’nin Banft kentinde yapilan toplantilarla bir birlik saglanabilmis ve
Banff siniflamasi olarak isimlendirilen bu sema allogreft biyopsilerinde rutin olarak
kullanilmaya baglanmistir. Bizim ¢alismamiz 2013-2014 yillar1 arasindaki biyopsileri
kapsadigindan 2005 Banft siniflamasina gore patolojik degerlendirme yapilmistir. 2005
Banff siniflamasi1 agsagida verilmistir (24).

1) Normal

2) Antikor aracili degisiklikler

a) Aktif rejeksiyona dair morfolojik bir kanitin olmamasi, C4d birikimi
b) Akut antikor aracili rejeksiyon
c¢) Kronik aktif antikor aracili rejeksiyon
3) Sinirda degisiklikler
4) T hiicre aracili rejeksiyon
a) Akut T hiicre aracili rejeksiyon
b) Kronik aktif T hiicre aracili rejeksiyon
5) Interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi

6) Diger.

Bu ¢alismamizda renal transplantasyon olup greft yetmezligi olan 15 hastaya renal
allogreft biyopsi endikasyonlar1 altinda biyopsi yapilmis ve patolojileri 2005 Banff

siniflamasina gore yapilmistir.



Hiperakut rejeksiyon

Transplantasyondan hemen sonra ya da 2-3 giin i¢inde olusur. Siklikla polimorf
cekirdekli l6kositler igeren trombiislerin olustugu, arter, arteriol ve glomeriilleri tutan,
hizl1 ve yaygin vaskiiler trombozisle seyreder. Genellikle alicinin verici antijenlerine
kars1 onceden duyarli olmasi (antikor varligr) nedeniyle olusur. Alict ve verici
arasindaki ABO uyumsuzlugu da hiperakut rejeksiyona sebep olabilir. Operasyon
sirasinda greftin ¢ikarilmasi gerekir (25).

Bobrek ¢ogunlukla siyanotik ve ddemlidir. Idrar iiretimi aniden durur ya da hig
baslamaz. Eger bobrek hemen ¢ikarilmazsa yaygin hiicresel nekroz ve bunu takip eden

24 saat icerisinde de sayisiz kortikal ve mediiller enfarktlar olusur (26).

Akut rejeksiyon

Nakil sonras1 herhangi bir donemde grefte yonelik immiinolojik hasar ile birlikte
fonksiyonlarmin akut olarak bozulmasidir. Akut rejeksiyon nakilden sonraki 3-6 ay
icinde gerceklesirse erken akut rejeksiyon olarak adlandirilir. Genellikle akut
rejeksiyonlarin %75 kadar1 erken donemde ortaya ¢ikar. Sonraki donemde ¢ikan akut
rejeksiyonlar ge¢ akut rejeksiyon olarak adlandirilir ve hem tedaviye olan yanitlar1 hem
de prognoza olan etkisi daha kotiidiir. ki farkli immiinopatolojik mekanizma akut
rejeksiyonu iki alt gruba ayirir (27).

Akut rejeksiyondan sorumlu olan iki immiinopatolojik mekanizma vardir. Hiicre
aracilli immiinite ve antikor aracili (humoral) immiinite. Bu iki rejeksiyon sekli
arasindaki ayrim onemlidir (28). Akut rejeksiyonlarin yaklasik %90°1 daha ziyade hiicre
araciliginda, %5-10’u ise humoral immiin yanitlar araciliginda gelismektedir. Yapilan
calismalar, CD4+ T hiicrelerin akut rejeksiyonun baslamasinda, CD8+ T hiicrelerin ise
rejeksiyonun daha sonraki evrelerinde 6nemli olduguna isaret etmektedir (27).

Hiicre aracili akut rejeksiyon, erken rejeksiyonun en yaygmn seklidir ve
tiibiilointerstisyel ve vaskiiler formlar1 vardwr. Isik mikroskopisi ve C4d immiin
boyamay1 iceren immiinfloresan mikroskopisi, bu lezyonlarin ve greft disfonksiyonu
tanisinin  konulmasinda temel yontemlerdir. Tiibiilointerstisyel hiicre aracili akut
rejeksiyonda birincil anomaliler interstisyumdadir. Interstisyum yaygin olarak ddemli,
az miktarda monosit ve plazma hiicresi ile ¢ogu transforme olmus lenfositler tarafindan
infiltre olarak gozlenir. Peritiibiiler kapiller dilate olmus ve lenfositlerle doludur.

Tubiilit denen karakteristik bir lezyon meydana gelir. Bu lezyonda lenfositler ve



monositler, tubiil duvarlar1 ve bosluguna kadar yayilirlar. Tubiiler duvarlarin hiicreleri
ve bazal membranlar1 hasar gérmiis ve siireklili§ini kaybetmis olabilir. Hiicre aracili
vaskiiler rejeksiyonda, lenfositler, monositler ve kopiik hiicreleri arteriyel endoteli
zayiflatabilirler. Endotelyal hiicreler, siskin ve siklikla vakuolliidiir ancak arter duvari
nekrozu bu tip rejeksiyonun karakteristik bir 6zelligi degildir. Bu tip vaskiiler
rejeksiyon genelde tiibiilointerstisyel rejeksiyon ile birlikte meydana gelir.

Akut hiicre aracili rejeksiyon basarili bir sekilde tedavi edildiginde, interstisyel
inflamatuar infiltrat hizlica azalirken 6dem, tiibiiler inflamasyon ve hiicre hasar1 bir siire
daha kalabilir (28). Subklinik rejeksiyon hi¢bir klinik rejeksiyon belirti veya bulgusu
olmaksizin ya da rejeksiyonun basarili tedavisinden sonra hastalarm %30'unda
gortilebilen akut hiicre aracili rejeksiyonun morfolojik bir halidir (28).

Antikor aracili akut rejeksiyon rejeksiyonun seyrek goriilen bir seklidir. Klasik
vaskiiler tip ve vaskiiler katiimm olmadig:1 tip olmak tizere iki tipi vardmr. Klasik
vaskiiler tip, yaygin olmayan bir rejeksiyon tipidir ve birincil olarak duvarda fibrinoid
nekroz ile lenfosit, monosit ve notrofil proliferasyonunu da igeren nekrotizan arteritle
karakterizedir. Hiperakut rejeksiyon da antikor aracilidir ancak baslangicta inflamatuar
ya da fibrinoid bir bileseninin olmamasi ile antikor aracili vaskiiler rejeksiyondan ayrilir
(25). Antikor aracili akut rejeksiyonun daha yaygim olan sekli, peritiibiiler kapillerde
kompleman bileseni C4d’nin yaygim olarak bulundugu vaskiiler olmayan tiptir. C4d'nin
bobrek allogreft rejeksiyonu ile iligkili oldugu ilk olarak 1990'larin basinda ortaya
cikmis, sonrasinda ise vericiye 0zgii antikorlarin varligi ve humoral rejeksiyonla iligkili
oldugu bulunmustur. C4d boyamasmim Oneminin anlagilmasi, rejeksiyon siirecinde
antikorlarin rollerinin kavranmasinda onemli bir adim olmustur. C4d, humoral
rejeksiyon varhiginin ayak izi olarak tanimlanir. C4d, klasik kompleman kaskadina
katilan C4'lin bir iirtiniidiir. C4d, peritiibiiler kapiller endoteline veya bazal membran
kollajenine kovalent olarak baglanir ve humoral rejeksiyonla iliskili kompleman

aktivasyonu i¢in bir belirtectir (26).

Kronik rejeksiyon

Kronik rejeksiyon akut olaylarin, enfeksiyonun, greftite primer hastaligin niiksii
veya yeni ortaya ¢ikan hastaligin bulunmadigi, nakil bobrekte ge¢ donemde gelisen ve
greft yetmezligine neden olan en 6nemli sorundur. Hipertansiyon ve proteiniiri ile

birlikte nakil bobrek fonksiyonlarmin ilerleyici sekilde kaybi ile karakterize bir klinik



tablodur (15). Transplant glomeriilopatisi, kronik allograft nefropatisi, kronik allogreft
disfonksiyonu veya interstisyel fibrozis ve tubuler atrofi terimleri benzer kliniko
patolojik siireci anlatmak i¢in kullanilmis olmasina ragmen kronik allograft nefropatisi
(KAN) terimi artik yaygin olarak kabul gérmiistiir (29).

Kronik allogreft rejeksiyonu, rezidiiel antigreft lenfositlerin ya da antikorlarin
kontrol edilebilmesi i¢in yeterli immunsupresyonun siirdiiriilememesinden kaynaklanir.
Ozellikleri renal fonksiyonda progresif azalmayi, renal parankimin T hiicreleri
tarafindan isgalini ve intertisyumun T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan persistan
infiltrasyonunu igerir. Zaman zaman, damarlarda hiperplaziyi ve diiz kas proliferasyonu,
internal elastik laminanin fokal yikimi ve nihayetinde vaskiiler okliizyon goriiliir (24).
KAN etiyolojisinde rol alabilen nedenler Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

Glinlimiizde KAN etiyolojisinde immiin ve nonimmiin faktdrlerin 6n planda

oldugu iki etiyoloji kabul gormektedir.

Kronik Allograft Nefropatisi ‘

l l

Alloantijen Bagimli ‘ [ Alloantijen Bagimsiz ‘

h J

h 4

Beyin limi sonrasi sitokin salimimi
iskemik hasar ve gecikmis greft fonksiyonu
lleri donér yas:

Kalsindrin inhibitér nefrotoksisitesi
Hiperlipidemi

Hipertansiyon

Viral enfeksiyonlar (BKVY)

Proteindri

Akut rejeksiyon

HLA uyumsuzlugu

Daha &nceden duyarlanma
Yetersiz imminsiipresyon
Tedavi uyumsuzlugu
Antikor aracih rejeksiyon
Subklinik rejeksiyon

Sekil 2.1. Kronik allogreft nefropatisine neden olabilen faktorler (30).

Immiin faktdrlerin agirlikli oldugu diisiiniilen greft yipranmasimi kronik red olarak
isimlendirmek daha uygun olmaktadir. Nonimmiin faktérler de sonugta kronik organ
disfonksiyonu olarak da bilinen greftin yipranmasina, fonksiyonel {initelerinin

azalmasina ve yetersizligine neden olmaktadir. Her iki durum da birbirini etkileyerek



greftte calisan nefron sayisinin azalmasina, kalan nefronlarin hiperfonksiyonuna ve
hiperfiltrasyona, proteiniiri ve sonucta kalan nefronlarda gittikce artan fibroza, greft
fonksiyonunun azalmasima ve greft yetersizligine neden olurlar (30).

KAN'nin patogenezi kesin olmadigi i¢in randomize g¢aligmalarda, tedavisi ve
hicbir 6zel Onleyici yontem belirlenmis degildir. KAN, patolojik olarak tubuler atrofi,
intersitiyel fibrosis, arterlerde intimal fibroz kalinlasma, ¢esitli glomerular lezyonlardan
olusan nonspesifik patolojik bulgularla karakterizedir.

Grefite posttransplant teorik olarak, diizenli gilinliik immunsupresif ilag alimini
takip eden saatlerde immiin cevap farmakolojik olarak inhibe edilmekte, ilerleyen
saatlerde ilacin yarilanma Omriiyle uyumlu zaman i¢inde kan diizeyinin azalmasi,
immunsupresif etkinin de azalmasina yani diisiik diizeyde tekrar bir immiin red cevap
baslamasina neden olur. Tekrar ila¢ alimi ile immiin cevap tekrar durdurulmakta ya da
yavagslatilmaktadir. Bu dongii hasta diizenli olarak ilaca devam ettigi siirece devam eder.
Perivaskiiler yavas seyirli inflamasyon ile karakterize diisiik diizeyde bir immiin cevap
nedeniyle, diisiik derecede yavas seyirli immiin bir allogreft endotel hasar1 da devamli
olugsmaktadir (20). Endotel hiicreleri ve grefti infiltre eden hiicreler bu hasara cevap
olarak iyilesme, doku tamirinde rol alan inflamatuar enzimler, sitokinler ve growth
faktorleri ortamda salgilanmaktadir. Boylece wuyarilan diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu, miyositlerin medya tabakasindan intimaya migrasyonu sonucu
konsantrik arteriosklerotik vaskiiler lezyonlar olusmaktadir. TGF-B (Transforming
growth factor B) multifonksiyonel profibrojenik bir sitokindir. Ekstraseliiler matriks
yapimini artirrr ve skar olusumuna yardim eder. Asir1 skar dokusunun olusumu da
normal doku mimarisinin ve fonksiyonunun bozulmasiyla sonu¢lanmaktadir (31).

Diisiik diizeyde lenfosit aktivasyonlu perivaskiiler inflamasyon ve generalize
arteriyoskleroz kronik redde ugramis allogreftlerde en sik rastlanan histopatolojik
goriintiidiir. Bu growth faktorler hipotezinin desteklenmesini diisiindiirtmektedir.
Immiin ve nonimmiin faktorler sonugta beraber grefti etkileyerek kronik organ hasar1
yapmaktadir. Bunlardan biri daha ¢ok 6n planda olabilir.

Alloantijene bagh faktoérler HLA uyumsuzlugu, dondr dokulara yonelik anti-HLA
antikorlarmin varhigi, posttransplant denova anti-HLA antikorlarinin gelismesi, yetersiz
immiinsupresyon, tedavi uyumsuzlugu humoral nedenlerle devam eden rejeksiyon akut

ve subklinik rejeksiyon sayilabilir (30).
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HLA uyumu iyi olan nakillerde, 6zellikle canli akrabalardan nakillerde greft
yasami daha iyi olmaktadir. HLA uyumsuzlugu ile akut red ataklarinin sikligr modern
immunsupresiflerden 6nceki donemlerde dogru orantili goriinmekte, antijenik kronik
stimiilasyonun 0nemini ortaya koymaktadir. Klinik ¢aligmalarda erken akut redlerin
uzun vadede kronik red icin risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir. Yeterli
immunsupresyon indiiksiyonu yapilmis olmasina ragmen tam durdurulamamis bir akut
red olaymm, subklinik inflamasyon olarak devam ettigi ve allogreft fonksiyonel
iinitelerini zamanla azaltarak kronik redle sonuglandigi diisiiniilmektedir. Erken
donemde humoral komponenti de olan vaskiiler akut red geciren alicilarda, reddin
siddetine paralel olarak antikora bagli endotel hasar1 da devreye girdiginden, daha erken
parankim hasar1 olmakta ve kronik reddin gelismesine daha sik rastlanmaktadir (31).

Alloantijene bagli olmayan faktorler beyin 6limii sonrasi sitokin salinimi, iskemik
hasar ve gecikmis greft fonksiyonu, ileri yas dondr, donor ve alict arasinda viicut
agirhigt ve hacim uyumsuzlugu sonrasi kiigiik gelen greft, ila¢ nefrotoksisitesi,
hiperlipidemi, hipertansiyon, DM, viral enfeksiyonlar, proteiniiri, sigara aligkanligi
sayilabilir (30).

Allogreft bobregin uzun siire soguk iskemide kalmasi, posttransplant uzun
donemde kronik redde benzer morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere yol agmaktadir.
Gecikmis greft fonksiyonlu bobrek greftlerinin istatistik olarak bir yillik yasam siiresi
daha diisiiktiir. Uzun soguk iskemi sonrasi reperfuzyon hasari ile grefte inflamasyon
daha siddetli olmakta ve erken donem akut redlere daha sik rastlanmaktadir. Dondr yas1
ilerledikce nefron sayis1 azalacagi goz Oniine alindiginda, dondr yast bobrek naklinde
prognozu etkileyen dnemli bir faktordiir. Hiperlipidemi endotel hasarma neden olarak
damar duvarinda lipid birikimine ve endotele trombosit adezyonuna ve inflamatuar
cevaba neden olur. Genel prensip olarak hiperlipidemiler allogreft i¢in risk kabul edilip
tedavi edilmelidir.

Bazi immunsupresif ajanlar greft yasamini uzun dénemde etkiler. Kalsindrin
blokeri ilaglar, siklosporin A ve tacrolimus bunlarin icinde en bilinenidir. Uzun
donemde greftte profibrotik sitokinlerin olusturdugu vaskiiler subintimal kalinlagsma ve
interstiyel fibrotik degisiklikler uzun dénemde kronik redle benzerlikler gosterir ve
ayirici tanist zordur. Kanita dayali tedavi Onerileri olmamasina ragmen bazi korunma ve

tedavi stratejileri tanimlanmugtir. Yeterli immiinsupresyon saglayan ilag dozlari
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kullanilmali, ne asir1 toksik etkilere yol agmali, ne de yetersiz dozlarda kullanilmasina
izin verilmelidir (31).

Organ aliminda ve saklanmasindaki denenmis kabul edilmis prensiplere siki sikiya
uymak, sicak ve soguk iskemiyi azaltir. Greft daha az hasar gérmesi nedeniyle antijenik
uyart daha az olacagindan daha az inflamasyon ve akut redler olusacaktir. Growth
faktorlerin indiiksiyonuyla meydana gelen immiinolojik kaskadlarin olusumu
onlenmelidir. Bu da soguk iskemi siiresinin kisa tutulmasi, hastanin medikal ve immiin
durumuna uygun etkin immunsupresif tedavi ile olur.

Kalsindrin blokeri ilaglarda uzun donemde doz azaltmalar1 Mikofenolat mofetil
(MMF) 1i protokollerde GFR nin artmasini saglamaktadir ama bu karar iy1 diisiiniilerek
dikkatli sekilde yapilmalidir yoksa akut red riski artabilir. Renal transplant hastalarinda
uzun dénem sonuglar1 iyilestirmek igin daha az nefrotoksik oldugu diisiiniilen KNI
icermeyen immunsupresif tedavi protokollerinin kullaniminin faydali oldugunu gésteren
arastirma sonuclar1 bulunmaktadrr (32). Naklin ilk birka¢ ay sonrasinda KNI'lerin
kullanimlarmin kisitlanmasi, KAN ve KNI toksisitesinin gelismesini dnlemede etkili
olabilir (30).

Total kolesterol diistiriiciileri, statinler ateresklerotik lezyonlarm gelismesini
engeller. Hiperlipidemi, hipertansiyon ve DM tedavisi greftin dmriinii uzatmaktadir.
Azalmig glomeruler kitlesi olan ya da g¢esitli nedenlerle yipranmis greftlerde
hiperfiltrasyon  hasar1  nedeniyle  glomerulosklerozun  Onlenmesinde  eger
kontrendikasyon yoksa ACE inhibitorleri kullanimi, protelinirinin gerilemesini
saglayabilir. Hipertansiyonun ve DM’un medikal etkin kontrolii greftin beklenen
omriinii uzatrr. CMV enfeksiyonlarindan ve diger viral enfeksiyonlardan korunma,
dondr + organ alan riskli hastalarda profilaktik antiviral kullanimi, enfekte hastalarda
CMYV antijenemisi + bulundugunda gansiklovir ile yeterli siire tedavi edilmelidir. Hasta
dondr organi eslestirmesinde sadece immiin faktorler degil, yas ve viicut agirhigi da
dikkate alinmalidir (33).

Kronik rejeksiyondan korunmak i¢in akut rejeksiyonlarin erken tedavisi dnem
kazanmaktadir. Ancak KAN ortaya ciktiktan sonra bu yontemler de faydal
olmamaktadir (34). Bu nedenle KAN’1n ilerlemesinde rolii olan, transplantasyon sonrasi
erken ve ge¢ donemde ortaya ¢ikan olaylarin erken tespiti ve bunlarm tedavisi, greft

fonksiyonunun stirdiiriilmesinde oldukca 6nemlidir.
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2.3. Alloimmiin Yanit

Bir tiirlin bir liyesinden ayni tiiriin identik olmayan baska bir liyesine organ nakli
alloimmiinite olarak tanimlanan dondr spesifik immiin yanit ile sonuglanir. Tedavi
edilmedigi takdirde alloimmiin yanitlar transplante organin (allogreft) rejeksiyonuna yol
acar. Alloimmiin yanitin merkezinde T lenfositleri vardir. ASH’ler {izerinde sunulan
donor antijenleriyle (alloantijenler) aktivasyonu takiben, allospesifik T lenfositleri
cogalir ve efektor hiicrelere farklilasir veya allogreft iizerindeki hasar1 ortadan
kaldirmaya calisan diger hiicrelere yardim eder (35).

Yabanci bir antijene karsi olusan herhangi bir immiin yanitta oldugu iizere
alloimmiin yanit dogal ve edinsel immiin yanit olmak {iizere iki evrede gergeklesir.
Dogal yanitta, nakledilen organdaki inflamasyon ASH’leri aktive eder ve olgunlasip
sekonder lenfoid organlara (dalak ve lenf nodlar1) gog¢iinii tetikler. Edinsel bagisik yanit
ise, ASH’ler sekonder lenfoid organlarda antijen spesifik T hiicrelerini aktive edip
efektor hiicre olusumuna neden oldugu ve bu hiicrelerin rejeksiyona aracilik edecekleri
allogrefte gociline yol actiklarinda baglar. Efektor T hiicrelerin biiylik ¢ogunlugu
nihayetinde apopitoza ugrar ve cok az bir kismi, bir sonraki organ transplantmnin
sagkalimini tehlikeye atacak olan uzun yasam stireli hafiza hiicrelerine doniisiirler (36).

Insanda alloimmiin yanitin baslamasindan sorumlu 6z olmayan en Onemli
antijenler HLA olarak bilinen MHC proteinleridir. Yiiksek oranda polimorfik olan
MHC gen ailesi, 6. kromozomun kisa kolu lizerinde yerlesmis olup 3500 kb’lik biiyiik
bir bolgeyi kaplar. T hiicreler, antijeni sadece ASH yiizeyindeki 6z MHC genlerinin
iirlinleri tarafindan sunulan peptidler seklinde tanmiyabilirler. MHC molekiilleri her bir
bireyde es-baskin olarak eksprese edilir. MHC-sinif I antijenleri ¢ekirdekli hiicrelerin
biiyiik bir ¢cogunlugu tizerinde eksprese edilir ve CD8+ T hiicreleri ile etkilesir. MHC
smif II antijenleri esas olarak DH’ler, makrofajlar ve B lenfositler gibi ASH’lerin

iizerinde eksprese edilir ve CD4+ T hiicreleri ile etkilesime girer (37).

Transplantasyonda dogal immiinite

Dogal bagisiklik sistemi, ister allogreft ister istilact mikrobik patojenler olsun
yabanci antijenlere karsi savunmada ilk tepki veren mekanizmadwr. Dogal immiin
sistemde mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve patojen iligskili molekiiler orgiileri
(pathogene associated molecular patterns-PAMPS) taniyan ve bunlara karsi dogal immiin

yanit1 kolaylastiran toll benzeri reseptorler (toll like receptor-TLR) vardir. Bugiine dek,
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farkli mikrobik iirlinler i¢in bireysel spesifitesi olan en az 10 TLR belirlenmistir. TLR’ler
bir kez PAMPS ile baglandiginda, evrensel sinyal adaptor proteini olan MyD88
vasitasiyla bir sinyal yolagmi baslatirlar. Bu sayede, NF-«B translokasyonu ile pro-
inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1, 6, 8 ve 12) ekspresyonu tetiklenir (38). Bu
sitokinler, DH’lerin olgunlasmasini, direne olan sekonder lenfoid organlara go¢iinii ve T
hiicre es uyarmmu i¢in gerekli olan ylizey proteinlerinin (CD40, CD80 ve CDg6)
ekpresyonunu tetikler. Sekonder lenfoid organlarda, DH’ler naif T hiicrelerini aktive
ederek immiin yanitin edinsel evresini baslatirlar. TLR lerin 1s1 soku proteinleri, heparan
siilfat, surfaktan ve nekrotik hiicre igerigi gibi patojenden bagimsiz endojen sinyallerle de
aktive olabildigi bildirilmistir. Bu bulgu TLR’lerin nakledilen organa karsi immiin yanitin

baslatilmasinda rol oynayabileceklerini diistindiirmektedir (35).

Transplantasyonda edinsel immiinite

Edinsel immiin yanit, alloantijenin T hiicreleri tarafindan taninmasi, T hiicre
aktivasyonu, proliferasyonu, antijenin ortadan kaldirilmasi ve nihayetinde immiin
sistemin dinlenme haline geri donmesi ve hafiza hiicrelerinin olusumunu iceren

evrelerden olusur.

Alloimmiin yanitin genisleme evresi

Allotanima: Yabanci transplant antijenleri (alloantijenler) alicnin T hiicreleri
tarafindan taninir ve bu T hiicreleri dogrudan ve dolayli tanima olarak adlandirilan iki
yolakla aktive olabilir.

Dogrudan tanimada, alicinin T lenfositleri, donér ASH’si iizerinde eksprese olan
alloantijenler tarafindan tetiklenir. Bu ASH’lere genelde yolcu l6kositler denir ve bunlar
transplante edilen organlardan konagin sekonder lenf organlarina go¢ etmislerdir. Bu
alloantijenler, donor MHC’si ile kompleks olusturmus endojen peptidlerden olusur.

Bu peptidler ise ya histokompatibilite antijenlerinden ya da ayni tiirlerin tiim
iiyelerinde yaygim olan korunmus proteinlerden (6z peptidler) koken almislardir. MHC
ile sunulan peptid 6z peptid ise alloreaktif T hiicresi tarafindan ‘yabanci’ olarak
algilanip T hiicre aktivasyonuna yol acar (39).

Dolayl tanimada ise, donor hiicreleri iizerindeki alloantijenler, alicinin ASH’leri

tarafindan yakalanir, islenir ve 6z MHC molekiiliiniin yariginda alic1 T lenfositlerine
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sunulur. Erken posttransplant donemde hem dogrudan hem dolayli tanima mekanizmasi

etkili iken, ge¢ greft reddinde etkin olan dolayli taninma mekanizmasidir (39).

A Dogredan (direkt) allo-tanima
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Sekil 2.2. Alloantijenin dogrudan ve dolayl yolla taninmasi (32).

T lenfosit aktivasyonu: T hiicre aktivasyonuna yol agan ASH-T hiicre

etkilesimindeki ilk olay THR’nin ASH iizerindeki MHC-peptid kompleksine
baglanmasidir (Sekil 2.3).

CD8+ T lenfosit

'LJHD CD4+ yardimer T lenfosit I
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eksprese eden ASH

iy

Sinif | MHC -
eksprasa aden hicre

Sekil 2.3. T Lenfositlerinin aktivasyonuna yol agcan molekiiller (32).
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THR’nin hiicre i¢i sinyalizasyonu tetikleme yetenegi, CD3 membran molekiilii ve
€ zinciri ile kovalent olmayan etkilesimlere baglidir. Bu THR kompleksi tarafindan
baslatilan hiicre i¢i sinyal olaylar1 protein kinazlari, fosfolipazlar: ve kalsiyuma bagli bir
protein fosfataz olan kalsindrini igerir. Klinik olarak 6nemli immunsupresif ajanlar olan
Siklosporin A ve takrolimus etkilerini kalsindrin etkisini inhibe ederek gosterir. Th
hiicre ylizeyinde eksprese olan CD4 molekiilleri MHC smif II ve sitotoksik T hiicre
yilizeyinde eksprese olan CD8 molekiilleri de MHC smif I molekiillerinin polimorfik
olmayan bdlgelerine baglanirlar ve THR-CD3 kompleksi araciligiyla sinyalizasyonu

arttirirlar (Sekil 2.4) (40).

‘ Blyckimyasal
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Sekil 2.4. T lenfositlerde sinyal iletim yollar1 (40).

Yabanci peptid-MHC kompleksi ile THR-CD3 etkilesimi, T hiicre proliferasyonu
ve yardimci veya sitotoksik T hiicresine farklilagsma icin yeterli degildir. T lenfositler
iizerinde eksprese olan es-uyaran molekiiller tarafindan saglanan ek yardima ihtiyag
vardir. Bu es-uyaran yolaklar, ASH ve T lenfositler arasinda siki bir ‘immiinolojik
sinaps’

olugsmasmna katkida bulunur. Sinaps, MHC-peptid kompleksi tarafindan
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olusturulan THR organizasyonunun T hiicre proliferasyonunu tetiklemeye yetecek kadar
uzun siire devam etmesini garantiler. Pek ¢ok es-uyaran molekiil tanimlanmis olmasina
ragmen, alloimmiinitenin tetiklenmesi i¢in kritik olanlar CD28 ve CD40 liganddir
(CD40L veya CD154). ASH-T hiicre etkilesimi sirasinda ASH {izerindeki B7-1 (CD80)
ve B7-2 (CD86) dinlenme halindeki T lenfosit ylizeyindeki CD28’e baglanir. CD28’in
capraz baglanmasi, T hiicre aktivasyonunu tetikler ve hiicre i¢i kinazlarm katildig1 bir
sinyal iletisi bagslar. Sonugta, artmig ve siirekli THR-CD?3 sinyalizasyonunu takiben IL-2
iretimi ve T hiicre proliferasyonu artar. CD28’in aksine CD40L es uyaran molekiilii
sadece aktif lenfositler iizerinde eksprese edilir. CD40L reseptorii olan CDA40,
profesyonel ASH ve endotelyal hiicre ylizeyinde mevcut olan bir glikoproteindir.

CDA40L-CD40 kompleksi, T hiicrelerinin efektdr fonksiyonlarmi 3 sekilde arttirir.
Ik olarak, DH iizerindeki CD40, B7-1 ve B7-2 ekspresyonunu arttirrr ve IL-12
iretimini uyarwr. Bu aktivasyon adimlari, DH’lerin CD4+ T hiicrelerin proliferasyonunu
ve CD8+ T hiicrelerin sitotoksik T hiicresine farklilasmasmni uyarir. Ikinci olarak, B
lenfositleri tizerindeki CD40’m T hiicreleri tarafindan baglanmasi, edinsel humoral
immiin yanitlarin olusmasi ve IgM’in IgG’ye izotip doniisiimii igin gereklidir. Ugiincii
olarak, monosit ve makrofajlar lizerinde CD40’in T hiicreleri tarafindan baglanmasi,
lokositlerin inflamasyon alanma go¢ etmesi icin gerekli olan hiicre adezyon
molekiillerinin tGretimini artirir. CD28 ve CD40L, T lenfoistler lizerinde mevcut olan tek
es-uyaran molekiiller degillerdir. ICOS, OX40L, 4-1BB ve CD70L gibi diger membran
proteinleri de T hiicreleri i¢in es uyar1 saglarlar (Sekil 2.5) (40).

Aktive olmus T hiicresi ASH ASH'er daha fazia B7
uzerindeki CD40'a bajlanan  oksprase sder va T hicrokenini

T hiicraal antijoni
. tanir (BY uyaran olsun

[ ya da cdmasin) CD40L'yl ekspress eder | | akiive eden siokinken salgilar
CO40L shsprasyonuna B aksprasyoruna yol
yol agan ainyal agan siryal; sitokinkarin

aalirimi

CEHE bgard

-
e

Sekil 2.5. T hiicre aktivasyonunda CD40’1n rolii (40).
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Sitokinler: ASH ve aktive olmus alloreaktif T lenfositler tarafindan iiretilen
sitokinler, ASH fonksiyonlari, T hiicre proliferasyonu ve efektor hiicrelere farklilagsmay1
artirmak i¢in otokrin ya da parakrin bir sekilde etki ederler. Sitokin ekspresyonunun
akut rejeksiyonla iligkili bulundugu in vivo ve in vitro deneylerle gosterilmistir. Bu
calismalardan ¢ikan sonuglar; sitokin etkilerinin oldukga fazla olmasi, tek bir sitokinin
birden cok etkisi olabilmesi ve bu sebeple alloimmiin yanitin aktivator, efektor ve
diizenleyici evrelerini etkileyebilmesidir. Ornegin IL-2, T hiicre proliferasyonu igin
gerekli bir sitokin olmasmin yaninda bu hiicreleri apoptoz i¢in programlayan bir T
hiicre mitojenidir. In vivo IL-2 eksikligi immiin yetmezlige neden olmaz ancak aktive
olmus T lenfositlerin birikimi, otoimmiinite ve uzun donem allogreft kabuliinde
basarisizlik ile sonuglanir (41). Antijenin ASH tarafindan sunulmasindan sonra T
lenfositler aktif hale gelir, prolifere olur ve karakteristik sitokin profillerine sahip alt
tiplerine diferansiye olur. Thl hiicreleri selliiler immiin yanit1 tetikler ve Th2 hiicreleri
humoral immiin yanit1 iiretir. Treg hiicreleri rejeksiyon yanitint simirlayabilir. Th17

hiicreleri glukokortikoide direncli rejeksiyona aracilik edebilir (43).
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Sekil 2.6. T lenfositlerin aktivasyonu (43).
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Alloimmiin yanitin efektor evresi
Allogreft rejeksiyona giden efektor yolaklarda olaya dahil olan birden ¢ok hiicre

tipi ve mekanizma vardur.

Sitotoksik T hiicreleri

CD8+ sitotoksik T hiicreleri hedeflerini antijene spesifik ve MHC smirli bir
sekilde tanirlar. Bir Sitotoksik T hiicresi ve allogreft arasindaki etkilesimin en son
noktas1 hedef hiicrelerin apoptozudur. iki apoptoz yolag1 tanimlanmustir. ilkinde, aktive
olmus CD8+ T hiicreleri hiicre i¢i graniillerde saklanan perforin ve granzim enzimlerini
sentez ederler. Bu transformasyona CD4+ T yardimci hiicreler tarafindan sekrete edilen
IFN-y ve IL-2 yardim eder. MHC smif I molekiilleri baglaminda sunulan alloantijenle
temas sonucu graniiller iceriklerini bosaltir ve perforin hedef hiicre membraninda
delikler olusturur. Bu delikler Sitotoksik T hiicre graniillerinden salinan granzimlerin
sitoplazmaya girerek mitokondriden sitokrom C salimmmini ve hedef hiicrenin
apoptozunu tetiklemelerine de olanak saglar. Ikinci yolakta ise Sitotoksik T hiicreleri
FasL-Fas yolag1 vasitasiyla hedef hiicre lizisini tetikler. TNF ailesinin bir {iyesi olan
olim reseptorlerinden Fas, ¢ogu hiicrede zorunlu olarak eksprese edilirken, FasL T
hiicrelerinde aktivasyondan sonra eksprese edilir. Sitotoksik T hiicreleri tizerindeki
FasL’nin hedef hiicredeki Fas’a baglanmasi kaspaz bagimli yolaklar araciligiyla

apoptoza yol acar (43).

Monositler ve makrofajlar

Bir organ transplantina infiltre olan monositler, greft rejeksiyonuna katilan
makrofajlara farklilasirlar. Gecikmis tip asir1 duyarlilik (delayed type hypersenstivity-
DTH) yanitlarina katilirlar. DTH yanitlarint CD4+ T hiicreler yonetir. Aktive olmus
CD4+ T hiicreler hem CD40L-CD40 yolag1 vasitasiyla, hem de IFN-y ve Lenfotoksin
(LT) sekrete ederek makrofajlar1 uyarirlar. Makrofajlar, sitokinleri (TNF, IL-1, 6, 10, 12
ve 15), fibrozise neden olan kemokinleri, reaktif oksijen tiirlerini, nitrik oksidi,
proteolitik enzimleri ve ektraseliiler matriks elemanlarini igeren bir ortam olusturur.
Nitrik oksit, yeterince yliksek lokal konsantrasyonlarda tek basina da sitotoksik olabilir.
TNF, endotelyal hiicreler iizerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu uyarir,
intravaskiiler trombozu artirir ve nétrofiller, eozinofiller ile makrofajlar1 aktive eder.
TNF gibi IL-1 de, lokal doku enflamasyonuna aracilik eder. 1L-6, aktif B hiicrelerinin

plazma hiicrelerine farklilagmalarindaki ge¢ bir evrede biiyiimelerini uyarir. 1L-12, NK
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ve T hiicreleri tarafindan IFN-y {iretimini uyarir ve Sitotoksik T hiicre olusumunu artirir.
IL-15, NK ve T hiicreleri i¢in 6zellikle de CD8+ hafiza T hiicreleri i¢in mitojen gorevi
goriir (35).

Dogal oldiiriicii hiicreler

NK hiicreleri, T ve B lenfosit belirteglerini eksprese etmeyen bir lenfosit alt
grubudur. 1L-2, IL-15 ve tip I IFN’lerle aktive olurlar. I1L-12 ile uyarilinca IFN-y
salgilarlar. IFN-y daha sonrasinda greftin 6zellikle endotelyal hiicreleri tarafindan
kemokin sekresyonunu tetikler ve aktivitesi artmis T hiicrelerinin ilgili bolgeye
cagrilmasina yol acar. Allogreft rejeksiyonda anlamli bir rol oynadig1 gosterilmis olan
inflamatuar sitokinler igerir. NK hiicreleri de CD8+T hiicreleri gibi hedef hiicreleri

perforin ve granzim salgilayarak oldiirtirler (36).

B hiicreleri ve alloantikorlar

Donoriin HLA molekiillerine kars1 yonlenmis antikorlar (alloantikorlar) nakledilen
organ i¢in en biyiik tehdittir. Alloantikor olusumu genelde kan transfiizyonlari,
hamilelik veya daha Onceki organ nakilleri vasitasiyla sensitize olunmasi diger bir
deyisle, yabanct HLA proteinlerine maruz kalinmasi durumunda meydana gelir (44). B
lenfositler antijen reseptdrleri (membrana bagli immiinoglobulinler-BHR) vasitasiyla
spesifik HLA molekiillerini tanir ve HLA-antikor kompleksini i¢ine alir, allopepiglere
parcalar ve CD4+ T hiicrelerine MHC-smif II molekiilleri baglaminda sunarlar. Aktive
olmus CD4+ T hiicreleri tarafindan IL-2, IL-4 ve IL-5 iiretimi ve CD40-CD40L
aracilifiyla T-B etkilesimleri B hiicre olgunlasmasi, proliferasyon, izotip degisimi ve

zararh alloantikorlarm iiretimi ile sonuglanir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. B hiicrelerin yardime1 T hiicre aracili aktivasyon mekanizmalari (44).
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Antikor-aracili allogreft hasarin en dramatik 6rnegi, alicida daha 6nceden olusmus
donor spesifik antikorlar tarafindan nakil esnasinda baslatilan hiperakut rejeksiyondur.
Hiperakut rejeksiyona neden olan 6nceden olusmus antikorlar anti-ABO ve anti-HLA
IgG antikorlarini 6zellikle de sinif I HLAya kars1 olusan antikorlar1 i¢erir. Kompleman
ve koagililasyon kaskadlar1 yaygin endotelyal hasar, intravaskiiler tromboz ve greft
nekrozuna yol agacak sekilde aktive olur. Alloantikorlar ya kompleman kaskadini aktive
ederek ya da antikora bagimli hiicresel sitotoksisiteye (antibody dependent cellular
cytotoxicity-ADDC) aracilik ederek doku hasarma neden olur. Sensitize olmamis
hastalarda, humoral rejeksiyon hem akut hem de kronik rejeksiyonun bir nedeni olarak
tanimlanmugtir ancak goreceli énemleri bilinmemektedir. Ornegin, B hiicresi hasarli
farelerde siddetli akut allogreft rejeksiyon gozlenirken kronik transplant arterioskleroz
gelismemektedir. Bu bulgular, alloantikorlarmn kronik rejeksiyonda onemli bir rol
oynadiklarin1 diisiindiirmektedir. insanlarda, humoral renal allogreft rejeksiyon tanisi

biyopsi 6rneklerinde komplemanin C4d bileseninin boyanmasi ile konur (45).

Eozinofiller

Eozinofiller Th2 tipi CD4+ T hiicrelerin salgiladiklar1 sitokinler tarafindan
allogrefte toplanirlar. Th2 tipi hiicresel rejeksiyon CD8+ veya CD4+ Thl hiicrelerin
olmadigr deneysel modellerde meydana gelebilir ve eozinofilik infiltrat ile
karakterizedir. Bu bulgunun klinik anlami bilinmemektedir ancak hipereozinofilinin
akut rejeksiyonu ilerlettigi ve akut olarak rejekte olan greftlerde aktive eozinofiller ve

IL-5 ekspresyonunun gozlendigi bildirilmistir (35).

Alloimmiin yanitin diizenleyici evresi

Yabanci antijene karsi yanitta antijene 6zgii lenfositlerin ¢ogalmasi ve efektorlere
farklilasmasin1 hizli bir klonal daralma izler. Baslangigta, lenfosit uyarimini tetikleyen
antijenin ortadan kaldirilmasi primer immiin yanitlarin sonlandirilmasindaki nihai
yoldur. Ancak, transplante bir organ gibi biiylikk ya da kalict antijen yiikleri olan
olgularda pek ¢ok baskilayict mekanizma devreye girer. Bu mekanizmalar aktive olmusg
T lenfositleri proliferasyonunu ve sagkalimini diizenleyen hiicre yilizey molekiilleri
(CTLA4 veya CDI152) ve sitokinleri igerir (TGF-B, IFN-y). Immiin yanitlari

baskilayabilen Treg’lerin varligina dair de calismalar devam etmektedir (46).
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Alloimmiin yanitin hafiza evresi

Edinsel immiin yanitin onemli bir 6zelligi hafiza lenfositlerinin olusumudur.
Efektor T hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu pirmer immiin yanit sonrasinda apoptoza girse
de birka¢ lenfosit uzun yasamli hafiza T hiicrelerine farklilagsmak iizere sag kalir.
Mikrobik antijenleri taniyan hafiza T hiicreleri, organizmanin potansiyel olarak ¢liimciil
olan enfeksiyonlara kars1 uzun siireli korumasini saglar. Dondr alloantijenlerini tanityan
hafiza T hiicreleri ise aksine akut ve kronik rejeksiyona aracilik ederek hayat kurtarici
nitelikteki organ naklini felce ugratir (15).

Allogreft kabuliiniin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarint kavramadaki
gelismelere ragmen transplante edilen organin uzun dénem sagkalimi hala iistesinden
gelinmeyi bekleyen bir klinik sorundur. Dahasi, siirekli immiinsiipresyon olmaksizin
transplantasyon toleransmin saglanmasi ve allogreftin kabuliiniin ger¢eklesmesi zor
klinik hedeflerdir. Goriinliste basa c¢ikilamaz gibi duran bu miicadelenin nedeni
alloimiin yanitin 6zelliklerinden kdken almaktadir. Bu 6zellikler bir bireyde ¢ok sayida
alloreaktif T hiicresinin olmasi, alloimmiin yanit1 sondiirmekten sorumlu immiin
diizenleyici mekanizmalarm kisitlamalar1 ve yabanci antijenlere karsi immiin yanitin
evrimsel olarak immiinolojik hafiza yaratmak iizere tasarlanmis oldugu gercegidir. Bu
gercek uzun donem allogreft kabulii ve transplantasyon toleransinin 6niindeki en biiytlik
engeldir. Tiim bunlara ragmen transplantasyon immiinolojisi ve test teknolojilerindeki

ilerlemeler de nakil basarisinin artirilmasina belirgin katkilarda bulunmaktadir (15).

2.4. Bébrek Naklinde immiinolojik Testlerin Yeri ve Onemi

Bobrek naklinde immiinolojik rejeksiyon riskini azaltmak i¢in nakil oncesi pek
cok klinik ve laboratuar testleri yapilmaktadir. Bu nakil dncesi immiinolojik testlerden
iilkemizde de rutin uygulamaya girmis olanlar basta ABO kan grubu tayini olmak tizere,
doku tiplemesi olarak adlandirilan, alict ve verici hiicreleri lizerinde eksprese edilen
HLA allelerini belirleme testi, dondr popiilasyonunda anti-HLA antikor tarama ve
tanimlama testleri ve belirli bir dondre karsi yonlenmis anti-HLA antikoru olup

olmadigmi tespit etmek amaciyla yapilan cross-match (¢apraz eslestirme) testidir (47).
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HLA doku grubu uyumu

HLA uyumu oldukca 6nemli olup, nakil sonrasi rejeksiyon hizina etki ettigi i¢in
bu antijenlerin tlizerinde durulmalidr. HLA A, HLA B ve HLA DR fenotipleri tiim
alicilarda ve vericilerde kontrol edilmelidir. Kadavra vericilerine ait bobrekler, HLA
lokusunda en az sayida uyumsuzlugu olan aliciya transplante edilmelidir. Ayn1 kosullar
canli verici transplantasyonu i¢in de gecerlidir. Canli verici transplantasyonunda,
kadavra bobrek transplantasyonuna gére HLA uyumunun greft sonucuna etkisi daha
azdir. Ciinkli canli verici transplantasyonunda, greft rejeksiyonuna iliskin diger risk
faktorleri 6rnegin soguk iskemi zamani en aza indirilebilir.

HLA uyumsuzlugunun sayisiyla, nakil sonras1 greft fonksiyonu arasinda siki bir
ilisk1 vardwr. Nakil uyumsuzlugu, B hiicre allo-antikor iiretiminin aktivasyonuna ve alici
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonuna yol agar. Bu hiicresel ve

humoral greft rejeksiyonuna neden olur (48).

ABO kan grubu uyumu

ABO kan grubu antijenleri kuvvetli transplantasyon antijenleridir ve ABO
bariyerine karsi yapilan nakiller cogunlukla geri doniisiimsiiz hiperakut rejeksiyon ile
sonuglanir. Prensipte, kan transflizyonlar1 i¢in gecerli olan O kan grubunun evrensel
verici ve AB kan grubunun evrensel alic1 olmas1 durumu bobrek nakli icin de gecerlidir.
Kan grubu engelinin {istesinden gelmek amaciyla yapilan caligmalar, ABO uyumsuz bir
canli dondr varliginda plazmaferez veya immiinoabsorpsiyonla kan grubu
izoaglutininlerinin temizlenmesini ve beraberinde siklikla splenektomiyi icerir. ABO
kan grubu uyumsuz bobrek nakilleri, kadaverik organ bagismnin dini acidan uygunsuz
bulundugu Japonya ve Kore olmak iizere pek ¢cok merkezde basariyla uygulanmaktadir.
Alict ve verici arasindaki Rh faktor uyumsuzlugunun greft sagkalimi iizerine bir etkisi

yoktur (49).

Anti- HLA antikorlarin1 tarama ve tanimlama

Dogal yollarla olusan ABO antikorlarinin aksine anti-HLA antikorlar1 yalnizca,
kan transfiizyonlari, gebelik ve rejekte olmus greftler vasitasiyla yabanct HLA'ya maruz
kalinmasi sonucu olusur (50). Nakil oncesi anti-HLA antikorlarmin varliginin genelde
koti allogreft sonlanim i¢in bir risk faktorii oldugu ¢ok eskiden beri bilinmektedir (51).

Nakil sonras1 gelisen anti-HLA antikorlar1 ve rejeksiyonlar arasindaki iliskinin
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bildirilmesini takiben, de novo anti-HLA antikor liretiminin greft sonlanimi iizerine olan
etkisine dair de pek cok kanit bildirilmistir (52). Pek c¢ok calismada, anti-HLA
antikorlar1 ve akut rejeksiyon, rejeksiyon atak sayisi, kronik rejeksiyon ve greft
sagkaliminda azalma arasinda anlamli iligskiler bulunmustur (53). Nakilden sonra
iiretilen donor spesifik antikorlarin da immiinolojik komplikasyon ve greft yetmezligi
ile korele oldugu gosterilirken donor-spesifik olmayan antikorlar ve rejeksiyon
arasindaki kuvvetli iliskiye de dikkat ceken c¢aligmalar vardir. Anti-HLA antikor
tarama/tanimlama testleri hasta serumunun farkli dondr popiilasyonlarini temsil eden
hiicrelerle/hiicre havuzlariyla testlenmesi prensibine dayanir. Mikrolenfositotoksisite,

akim sitometrisi ve ELISA yontemleri kullanilmaktadir (54).

Alic ve verici arasinda yapilan cross-match testleri

Bir alic1 i¢in potansiyel bir dondr belirlendigi takdirde, hastanin dondr hiicreleri ile
reaksiyona girecek antikorlara sahip olup olmadigini gosteren testtir. Planlanan nakilden
hemen Once yapilan bu immiinolojik test ile hastada dondre karsi yonlenmis, donore
0zgiil (donor specific antibody-DSA) IgG tipi anti-HLA antikorlarinin olup olmadigi
tespit edilir. DSA varlig1 transplantasyon icin bir kontraendikasyondur. Giiniimiizde
arttk hemen her HLA laboratuarinda nakil 6ncesi mutlaka bir kez akim sitometrisi
kullanilarak cross-match testi yapilmaktadwr. Bu yontem dolasimdaki cok diisiik
miktarlardaki antikorlar1 bile tespit edebilecek hassasiyettedir. Akim sitometrik cross-
match testi pozitif olan nakillerde erken akut rejeksiyon epizodu gelisme orani daha
yiiksek ve 1 yillik greft sagkalimi1 daha diisiiktiir (55). Cross-match testlerinin prensibi
antikor tarama testlerininkine benzerdir. Ancak, bu testte hasta serumunun belli bir
dondriin hiicrelerine (6zellikle lenfositler) karsi reaksiyon gelistirip gelistirmedigi tespit
edilir. Cross-match testleri i¢in mikrolenfositotoksisite, akim sitomerisi ve son

zamanlarda ELISA yontemleri kullanilmaktadir (56).
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2.5. D Vitamini

D vitamini, A, E ve K vitaminleri ile birlikte yagda eriyen vitaminler grubuna
girmekte olup ayni zamanda bir dokuda sentezlenip, hedef dokuya etki etmesi igin
dolasim sistemine salinan, miktar1 feedback mekanizmasi ile diizenlendigi i¢in vitamin
ozelligi yaninda hormon olarak da gorev yapan bir vitamindir. D vitamini anne
karnindaki yasamdan 6liime kadar, insanin iskelet sistemi, bliyiime, gelisme ve korunma

gibi bir¢ok fonksiyonlar i¢in gereklidir (57).

D vitamininin genel 6zellikleri

D vitamininin, insan viicudunda giines 1sinlarinin etkisi ile tretildigi ve bitkiler
araciligi ile hazir alindig1 gibi 750 milyon yil dncesinden beri okyanuslarda yasayan
planktonlar tarafindan da iiretildigi belirtilmistir. Ilk kez 1919 - 1920°1i yillarda vitamin
olarak adlandirilan D vitamininin, insanlarda eksikliginin ilk olarak Endiistri
Devriminin ortaya ¢ikmasi ile giindeme geldigi belirtilmistir. D vitamininin 6neminin
anlasilmas1 ile rasitizm tedavisinde 6nemli sonuglar elde edilmistir. Bircok gida
maddesinin D vitamini yOniinden zenginlestirilmesi ile 1930 - 1940’ yillarda
ragitizmin Oniine gecilmistir (57).

1970’11 yillarin sonlarinda, kandaki D vitamini seviyesinin sadece kalsiyum ve
fosfor metabolizmasi lizerinde etkili oldugu sanilmaktaydi. Ancak ilerleyen yillarda
bircok dokuda (pankreas, meme, bagirsak, akciger, gonadlar, T ve B lenfositler, mide,
deri, beyin, kalp) VDR’nin varlig1 saptaninca D vitamininin sadece kalsiyum ve fosfor
metabolizmast degil, immiin fonksiyonlarin regiilasyonu, hiicresel proliferasyon ve
diferansiyasyonun regiilasyonu, hormon sekresyonun regiilasyonunda etkili oldugu

anlagilmistir (58).

D vitamininin olusumuna etki eden faktorler

Insanlarda giines 15181 vitamini olarak bilinen vitamininin ortalama %90 - 95’i
gilines 151¢1 yardimi ile olustugu gibi hazir olarak da alinabilir. Cilde ulasan giines
miktarmi ve 7-dehidroksikolesteroliin olusum miktarint etkileyen faktorler ayni
zamanda ciltte D vitamininin yapimmini da etkilemis olur. Bu sentezi bir¢ok faktor
etkileyebilir. Bunlar arasinda, yasanilan bdlgenin enlemi, giines koruyucu kremler,
mevsimler, deri pigmenti, giineslenme saati ve siiresi, beden kitle indeksi olarak

siralanabilir (58).
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Yasanilan bolgenin enlemi

Ulkemiz 36 - 42 derece kuzey enlemleri ve bol giines alan jeopolitik bir alanda
bulundugu i¢in yilin sadece 4 ay1 D vitamini liretimine yetersiz gilines 15181 almaktadir.
Yilin geri kalan aylarinda gelen giines 15181, D vitamini yapimi agisindan yeterli
diizeydedir (57). Yapilan ¢aligmalarda, serum D vitamini seviyesinin ilkbahar ve kis

aylarinda daha diisiik oldugu saptanmaistir.

Yasanilan bolgeye gelen giines agisi (Zenith A¢isi)

Zenith Agisi, D vitamini sentezi i¢in gerekli gilines 1sin1 acisidir. Bu agmnin
biiylimesi, giines 1s1gindaki fotonlarin daha uzun yol kat etmelerine neden olmaktadir.
Bu da bize neden 35 derece enlemden daha biiyilik enlemlerde yasayanlarm D vitamini

sentezi agisindan yetersiz oldugunu agiklamaktadir (57).

Giineslenme saati ve siiresi

Yapilan arastirmalara gore, eller ve yliziin haftada en az 2 saat veya giinde en az
20 dk olmak tizere direk gilines 151g1 almasi gerektigini belirtmislerdir. D vitamini
sentezi i¢in derideki sinir deger cm? basmna 18 - 20 mj (UVB) olarak belirlenmistir. D
vitamini sentezi i¢in en uygun saatin saat 11.00 ile 15.00 aras1 oldugu belirtilmistir (58).

D vitamini sentezi i¢in pencere cami arkasindan giineslenmek yeterli degildir
nedeni, pencere camindan 320 nm diisiik gilines 1s1nlar1 gecirmedigi i¢in cam arkasindan

gilineslenmenin D vitamini sentezinde etkisinin olmadigi belirtilmistir (58).

Deri pigmenti (Melanin)

Melanin, D vitamini sentezini etkileyen bir filtre olup 290 - 310 nmol dalga
boyunda UVB igmlarimi absorbe eder. Baska bir deyisle derideki ultraviole igmlarin
emilimini azaltarak D vitamini olusumunu %99 oraninda azaltabilecegi belirtilmistir.
Melanin, bir filtre gorevi gérdiigii ve koyu tenli kisilerdeki melanin orani agik tenlilere
oranla daha fazla oldugundan, koyu tenlilerin D vitamini sentezi i¢in agik tenlilere gore
glines 151¢1inda daha fazla kalmasi gerekmektedir. Cilinkii melanin, D vitamini sentezi
icin pro-D; vitamini denilen 7-dehidroksikolesterol ve gilines 15181 ile yarigma
halindedir. Ac¢ik tenli birinin kol ve bacaklarmnin ortalama 10 — 20 dk gilineste kalmasi
ile yeterli D vitamini miktarmin yarisini alabilir bu da oral yoldan alman 3000 IU ’ye
esittir. Ancak koyu tenli bir kisinin yeterli D vitamini almas1 i¢in agik tenli birine oranla

3 - 6 kat daha fazla gilineste kalmas1 gerektigi belirtilmistir (57,58).
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Cilde siiriilen giines koruyucu kremlerin etkisi

Glines koruyucu kremlerin, D vitamini sentezi ile aralarinda ters bir kolerasyon
vardir. Giines koruyucu kremler, giines 1sinlarmim etkisini belirgin derecede azaltir.
Ornegin, koruyucu krem eger 8 faktdr degerinde ise D vitamini {iretimini %92.5, 15

faktor degerinde ise %99 oraninda azalttig1 belirtilmistir (57).

Beden kitle indeksi

Beden kitle indeksi ile 25(OH)D; arasinda ters kolerasyon vardwr. D vitamini
yagda eriyen bir vitamin oldugu i¢in kilolu kisilerde artan yag dokusu ile orantili olarak
depolanan orani da artar. Boylelikle dolasimdaki miktar1 azalir. Fazla miktarda
sentezlenen D vitamininin toksik etkisi yoktur. Nedeni ise gilines 1s1gma maruz
kalindiginda UVB 1smlar1 onciil molekiil olan pre-D; vitaminini, D vitaminine
dontistiirdiigii gibi viicuttaki D vitaminini inaktif metabolitlere ¢evirir. Bu durum neden

fazla giineslenmenin D vitamini toksisitesine yol agmadigini agiklanmistir (58).

2.6. D Vitamini Olusumu Mekanizmasi

D vitamini dort halka sistemi ve 8 ya da 9 karbonlu yan kolu bulunan bir sterol
tirevidir. B halkasi, 5 ile 6. ve 7 ile 8. karbonlar1 arasinda ikiser ¢ift bagl, 9 ile 10.
karbonlar arasindan ag¢ilmis, diger A, C, D halkalar1 ise doymus olan bir halka
sisteminden olusmaktadir. Bunlardan en Onemlileri diyet ile alman bitkisel kokenli
ergosterolden tiireyen ergokalsiferol [D, vitamini] ve hayvansal kokenli deride
kolesteroliin oksitlenme {iriinii olan 7-dehidrokolesterolden (pro-Ds;) tiireyen
kolekalsiferoldiir [D; vitamini]. insan viicudunda sadece Ds; vitamini sentezlenir.
Genellikle balik yagi, somon, morino, sardalya, ringa, uskumru, alabalik, ton, hamsi
gibi bircok balik tiirli, yumurta sarisi, balik karacigerinde bulunmaktadir Bitkisel
kokenli D, vitamini (ergokalsiferol) morotesi 1sinlar araciligi ile yapraklarda sentezlenir.
D, vitamini genellikle yumurta sarisi, siit, brokoli, yesil sogan, maydanoz, su teresi ve
mantarlarda bulunmaktadir. Her ikisi de hem diyetle alinir hem de sentetik olarak
iiretilebilir (59).

Pro-Ds, D vitamini yapiminda 6nciil maddedir, karacigerde sentezlenerek sonra

dolasim sistemi aracilig ile derideki malphigi tabakasma gelir. Pro-Ds derinin malphigi
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tabakasindaki, keratinositlerin plazma zarmnda bulunur.290-310 nm dalga boyundaki
glines 1s1lar1, derinin malphigi tabakasina etki ederek pro-D; vitaminini nonenzimatik
fotoliz sonucu pre-Ds vitaminine ¢evirir. Derideki pro-Ds; vitamininden pre-Ds; vitamin
sentezi organizmanin ihtiyacina gore ayarlanir. 15 dakika gibi kisa bir siirede sentez
gerceklesir. Pre-Ds vitamininden D vitaminine doniisiim ise oldukga yavas, 1siya duyarh
olarak izomerizasyon ile gergeklesir ve bu durum organizmanin ihtiyacina gore
ayarlanir (60).

Pre-Ds vitamini olarak adlandirilan kolekalsiferol, kolesteroliin oksitlenme {iriini
olan 7-dehidroksikolesterolden sentezlenmektedir (60).

Kolekalsiferol ve ergokalsiferol etki mekanizmasi agisindan ayni etkiyi gosterir.
Ancak insan viicudunda yalniz kolekalsiferol sentezlenir, ergokalsiferol daima disaridan
hazir alinmaktadir. insan viicudu, yeteri kadar 7-dehidroksikolesterol icermektedir.
Yasin ilerlemesine bagli olarak epidermisteki 7-dehidroksikolesterol miktar1 azalir bu
nedenle 70 yasindaki bir kisi ile 20 yasindaki biri kisi karsilastirildiginda ayni siirede
glines 15181ma maruz kalma durumunda, 70 yasindaki bir kiginin 20 yasindakine oranla
%25 daha az D vitamini sentezledigi bilinmektedir. Ancak yeteri miktarda giines 1s1g1na
maruz kalindiginda yaslilarda bu acigin kapandigi bilinmektedir (61).

D vitamini, deride pre vitamin olarak sentezlendikten veya diyet ile disaridan
almdiktan sonra D vitamini baglayic1 protein (D-binding protein; DBP) olan a-1
globuline baglanarak karacigere tasimir. DBP, D vitamininin biitiin sekillerini baglar.
Serbest formda bulunan miktar1 %1 — 3 iken, DBP bagli miktar1 %97 - 99 oranindadir.
Karacigere gelen D vitamininde ilk hidroksillenme 25- hidroksilaz enzimi (CYP2,
CYPA4, CYP2R1, CYP27A1l) araciligi1 ile mitokondri ve mikrozomlarda 25.
pozisyonda gerceklesir, besinin disaridan hazir alinip alinmamasina bagl olarak, 25-
hidroksiergokalsiferol 25(OH)D; veya 25(OH)Ds olusur (58).

Deride iiretilen ve disaridan alman D vitamini 25- hidroksilaz (CYPA27A1)
enzimi araciligi ile 25(OH)D’ye doniisiir. Bu madde ‘kalsidiol” olarak
adlandirilmaktadir (58).

Kalsidiol, DBP’ye baglanarak dolasim yolu ile bobrege gelir. Bobrekte proksimal
tiibiil hiicrelerinin mitokondrileri, 1a hidroksilaz enzimi icerigi bakimmdan zengindir.
Kalsidiol, bobrekte 1o hidroksilaz enzimi (CYP27B1) ile 1. pozisyonda tekrar
hidroksillenerek 1,25 hidroksikolekalsiferol (1,25(0OH),D3) veya 1,25
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hidroksiergokalsiferol’e (1,25(OH),D) doniisiir ve olusan madde 1,25(0OH),D
“kalsitriol” olarak adlandirilir (60).
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Sekil 2.8. D vitamini olusumu ve etki mekanizmasi.

Birgok c¢alismada 25(OH)D;’den 1-alfa hidroksilaz enzimi vasitast ile
1,25(OH),Ds’e doniistimiiniin sadece bobreklere ait bir 6zellik olmadig: bildirilmistir. 1-
alfa hidroksilaz enzimine ait gen ve D vitamini reseptorii (VDR) geni renal hiicreler
disinda, deri, prostat, paratiroid, kemik doku, kolon, lenfosit, akciger, meme dokusu,
monosit ve makrofajlar gibi bircok hiicre veya dokuda eksprese olabilmektedir.
Belirtilen dokularda aktif D vitamininin, daha ¢ok intakrin veya parakrin faktor olarak
islev gordiigli, dolagimdaki aktif D vitamini diizeylerine gebelik, kronik bobrek
yetmezligi, sarkoidoz, tliberkiiloz, graniilomatdz hastaliklar ve romatizmal hastaliklar
gibi 6zel durumlar disinda katki saglamadigi bildirilmektedir. Ornek olarak; aktif
makrofajlarda aktif D vitamininin {iretilmesi sarkoidoz ve tiiberkiiloz gibi graniilomatdz

hastaliklarda hiperkalsemi ve hiperkalsiiiri gelismesine neden olmaktadir (62,63).
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Bobrek

Hormon etkisi

PERIFERIK DOKULAR (Otokrin/parakrin etkiler)

Sekil 2.9. 1-alfa hidroksilaz enzimini ve D vitamini reseptorii (VDR) dagilimu.

D vitamininin katabolize olma yolu hem karaciger ve hem bobrekte bulunan 24
hidroksilasyondur. 24,25(OH),D3 daha polardir ve hizla bobrekten atilir. 1,25(OH),Ds
24-hidroksilasyonla “kalsitroik aside” doniigiir ve safra yolu ile atilir. Ayrica
1,25(0OH),D; vitamini 24 hidroksilaz enziminin salinimini arttirmakta bdylece
1,25(OH),D; vitamini inaktif formuna ¢evrilmekte ve safraya atilmasmi saglamaktadir

(64).

2.7. D Vitamini Metabolizmasimin Kontrolii

Derideki pro-Ds;, pre-D; ve Ds; vitamin donilisimii glines ismlarinin denetimi
altindadir. UV 1518a ve solar radyasyona uzun bir slire maruz kalinmasi durumunda pre-
Dj; vitamini biyolojik etkisi olmayan lumisterol ve takisterol gibi bir takim fotoliz inaktif
yan triinlerine doniisiir. Deride sentezlenen D; vitamin fazlasi yine UV etkisi altinda
inaktif fotoliz yan irlinlerine doniismektedir. Bu durum gereksiz D vitamini sentezini
Onleyerek canliyt D vitamini intoksikasyonundan koruyan fizyolojik bir kontrol

mekanizmasidir (62). Karacigerde 25 hidroksilasyon hizi D vitamini alimi arttikga
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azalmaktadir. Fakat yiliksek dozda D vitamini alindiginda 25(OH)Ds sentezindeki bu
diizenleme D vitamini zehirlenmesini 6nleyememektedir.

Serum aktif D vitamini diizeyleri saglikli erigkinlerde dar limitler icerisinde
degismektedir. Hatta D vitamini zehirlenmesi durumlarinda bile normal diizeylerde
olabilmektedir. Bobrekte 1-alfa hidroksilasyon aktivitesini kontrol eden faktorler PTH,
Ca ve fosfordur. Hipokalsemi, artan PTH sekresyonu ve hipofosfatemi renal 1-alfa
hidroksilaz enzim aktivasyonu yolu ile aktif D vitamini yapimim artirirken,
hiperkalsemi, osteoblastlardan salgilanan fibroblast growth faktor 23 (FGF 23) ve aktif
D vitamininin kendisi ise 1-alfa hidroksilaz enzimi iizerinden aktif D vitamini sentezi
iizerine inhibitor etki yapmaktadir. Aktif D vitamininin osteoblastlardan FGF 23
sentezini arttrmasma ragmen, l-alfa hidroksilaz enzimini siiprese ederken 24-
hidroksilaz enzim aktivitesini artirdig1 gosterilmistir. Yine kalsitonin, prolaktin ve seks
hormonlarinim aktif D vitamini sentezini stimiile ettigi bildirilmistir (65,66).

Serum Ca, P, PTH diizeylerinin normal simirlarda oldugu durumlarda 25(OH)Ds
ve 1,25(0OH),D;, bobreklerden 24-alfa hidroksilaz enziminin aktivasyonu yolu ile
biyolojik olarak inaktif sekillere metabolize olmaktadir (24,25 dihidroksi D vitamini ve
1, 24, 25 trihidroksi D vitamini). Bu enzim tercihen 1,25(OH),D;’ye baglanir ve
boylece inaktivasyon yolu ile dokulardaki aktif D vitamininin etkisi sinirlanir. 24-
hidroksilaz enzim aktivitesinin diisiik olmasi, 1,25(0OH),D; diizeyinin gereksiz yiiksek
olmasma ve bu durumunda hiperkalsemi yaninda intramembranéz kemik
mineralizasyonunun da bozulmasina neden olabilecegi ileri siiriilmektedir. Diger
yandan 1,25(OH),D; sentezi azaldiginda 1-alfa hidroksilaz enzim aktivitesi artarken,
24-hidroksilaz enzim aktivitesi azalmaktadir. Yine FGF 23’iin, 24-hidroksilaz enzim

aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir (67,68).

Bobrek-dis1 dokularda aktif D vitamini sentezinin kontrolii

1-alfa hidroksilaz enzimi araciligi ile aktif D vitamini sentezinin sadece bobreklere
ait bir 6zellik olmadig1 birgok caligmada bildirilmistir. 1-alfa hidroksilaz enzimine ait
gen ve VDR geni renal hiicreler disinda, deri, plasenta, prostat, paratiroid, kemik doku,
kolon, akciger, meme dokusu, B ve T lenfositler, damar diiz kas hiicreleri, hipofiz, over,
mide, pankreas B hiicreleri, timus, monosit ve makrofajlar gibi birgok hiicre veya
dokuda eksprese olabilmektedir. Aktif D vitamininin bulunduklar1 dokularda daha ¢ok

intrakrin veya parakrin faktor olarak islev gordiigii bildirilmektedir. Bu hiicrelerde aktif
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D vitamini yapimi birincil olarak substrat bagimlidir. Bu dokularda PTH ve FGF 23’e
ait reseptorler bulunmadigindan aktif D vitamini yapimi ve denetiminde gorev almazlar.
Aktive makrofajlarda aktif D vitamininin 1-alfa hidroksilaz enzimi iizerinden negatif
geri bildirimi de yoktur. Yine bu hiicrelerde 24-hidroksilaz enzimi eksprese olmakla
birlikte fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Keratinositler ilgili reseptorler vasitasi
ile uyarilir ve TNF-alfa ve interferon-gamma keratinositlerde aktif D vitamini tiretimini
arttirir. Makrofajlarin aksine keratinositler de tam fonksiyon goren 24-hidroksilaz enzim
aktivitesi vardir ve aktif D vitamini tarafindan indiiklenir ve bdylece aktif D vitamini

epidermiste kendi sentezini alternatif katabolizma yoluyla sinirlamis olur (69,70).

D vitamini reseptorii (VDR)

Steroid hormonlar gibi D vitamini de gelisim, farklilasma ve c¢esitli uyaranlara
kars1t hizli bir sekilde cevap vermekle gorevlidir. Hiicre i¢i reseptorleriyle etkileserek
gen ekspresyonunu diizenler. Kalsitriol (1-25(OH),;Ds3) Vit D’nin aktif metabolitidir
(71). Kalsitriole bagimli gen transkripsiyonu, niikleer hormon reseptor siiper ailesinin
bir liyesi olan, Vit D reseptoriine (VDR) ve hedef genin promotor bolgesindeki 6zel Vit
D cevap elementine (VDRE) baghdir (72).

VDRE hormonunun DNA’ya baglanma bélgesiyle iliskiye girerek onun hetero
veya homodimerizasyonunun olugsmasina yardimci olur. Genellikle her gen icin farkl
bir VDRE gorev alr. VDR, D vitamininin hormonal formu olan kalsitrioliin
baglanmasiyla, kalsiyum dengesini saglayacak olan proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu saglar (71,73). Insan VDR geni, kromozom 12ql13-14 bolgesinde
bulunur (92,93). Yaklasik 75 kb olup, 9 eksondan olusur (71,72,74,75).

Bazi1 kaynaklarda VDR geninin 11 eksondan olustugu da bildirilmistir (75). Bu
durum 5’ ucunda bulunan ve 1A, 1B, 1C olarak isimlendirilen 3 eksonun tek bir ekson
olarak kabul edilmesinden kaynaklanir. Ekson 1A, 5° ucunda translasyonu yapilmayan
bolgeyi, ekson 2 ve ekson 3 DNA baglanma bdlgesini (C veD bolgesi) ve ekson 4- 9
ligand bdlgesini (E bolgesi) kodlar (75).

VDR aracili 1,25(OH),Ds verilen yanitin derecesi hiicresel VDR igerigi, genetik
ve posttranslasyonel VDR modifikasyonlar1 ve niikleer koregiilatdrlerin mevcudiyet ve
aktivasyon durumlariyla iligkilidir (76). VDR, ligandina baglanmis durumdayken
niikleusda bulunur. VDR’nin ligandina baglanmadigi durumda hiicredeki dagilimi ise

tartisma konusudur.
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Immunositokimyasal ¢aligmalar, liganda baglanmamis VDR’nin az miktarda
sitozolde bulunabilecegini ileri siirmektedir. Bunun yaninda liganda baglanmamis
VDR’nin kromozomal DNA’ya gevsek olarak baglanmis sekilde nukleusda ve sitozolde
bir denge halinde bulundugu da bildirilmistir (92). Fluoresan isaretli kalsitriol
kullanarak yapilan bir ¢alismada ligandina baglanmamis VDR’nin ¢ogunun
sitoplazmada, genellikle golgi kompleksi, endoplazmik retikulum ve mikrotubullerde
bulundugu, fakat plazma membraninda bulunmadigi saptanmistir. Bu ¢alismalarda
kalsitriol verilmesini takip eden bes dakika icinde sitoplazmik ve niikleer VDR
miktariin dengelendigi goriilmiistiir (71).

VDR ekspresyonunun diizenlenme mekanizmast 1yi bilinmemekle birlikte, bu
mekanizma kalsitriol sentezi ve kalsitriol metabolizmasina baghdir. VDR
ekspresyonunun diizenlenmesinin hiicre tipine 6zel oldugu ve hem transkripsiyonal,
hem de transkripsiyon sonrasi mekanizmalar1 i¢erdigi farkli hiicre soylarinda yapilan
calismalarla gosterilmistir (100,103). Serum kalsiyum ve fosfat seviyelerindeki
degisiklikler hedef dokudaki VDR ekspresyonunda farkliliklara neden olur (71,74).
Bunun yaninda, PTH, VDR ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alir. Ostradiol’iin
postmenapozal kadinlarda osteoporoza karsi koruyucu etkisini osteoblastik hiicrelerde
VDR ekspresyonunu arttirarak sagladigi diisiiniilmektedir (77).

D vitamini reseptorii (VDR) geni renal hiicreler disinda, deri, prostat, paratiroid,
kemik doku, kolon, lenfosit, akciger, meme dokusu, monosit ve makrofajlar gibi bir¢cok
hiicre veya dokuda eksprese olabilmektedir (62,63).

Lenfositlerin farkli alt gruplarinda ve diger 16kositlerde pek cok yiizey molekiilii
farkli olarak eksprese edilir ve CD nomenklatiiriine gore adlandirilir (CD3,CD4
yardimc1 T lenfositlerde, CD3, CDS sitotoksik T lenfositlerde mevcuttur).

2.8. D Vitamininin Etki Mekanizmasi

D vitamininin reseptor diizeyindeki etkisi aktif D vitamini sayesinde gergeklesir.
Bu etki diger steroid hormonlarda oldugu gibi ya dogrudan olarak (saatler veya gilinler
icinde gerceklesen) niikleer VDR iizerinden gen transkripsiyonunu regiile ederek
(genomik etki) ya da daha kisa silirede (dakikalar) gerceklesen hiicre membrani
iizerindeki VDR {izerinden genellikle gecici olan iyonlarin Ca, kloriir (Cl)

transmembran gegisini degistirerek veya hiicre i¢i sinyal yolak aktivitelerini aktive
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ederek gerceklestirmektedir (non-genomik etki). D vitaminine ait yapilan gen
ekspresyon c¢alismalarinin hemen hepsi, aktif D vitamininin dogrudan veya dolayl
olarak total genomun %0.8-5’ini regiile ettigini vurgulamaktadir. Bu durum aktif D
vitamininin hiicresel biliyiimenin diizenlenmesi, DNA onarmmi, diferansiasyon,
apopitozis, membran transportu, hiicresel metabolizma, adezyon ve oksidatif stres gibi
bircok olayda gorev almasini agiklamaktadir (68).

VDR; steroidler, tiroid hormonlar1 ve retinoik asit reseptorlerini iceren bir niikleer
hormon reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir. Aktif D vitamini hedef hiicre membranini
kat ettikten sonra her reseptorde aktif D vitamininin baglandig1 bir ligant baglayici
bolge ve reseptoriin DNA’ya baglanmasini saglayan iki adet parmak gibi ¢ikint1 yapan
bolge ve bunlar1 kararli halde tutan birer ¢inko atomu bulunmaktadir. VDR geninin
hedef gende eksprese olabilmesi i¢in hedef gendeki retinoik asit X reseptorii (RXR) ile
bir heterodimer olusturmasi gerekir. Boylece, aktif D vitamininin baglh oldugu
kompleks, DNA {izerinde bulunan D vitamini cevap elemani (D vitamini responsive
element, VDRE) olarak bilinen bdlgeye baglanir.

Sonu¢  olarak; 1,25(0OH),D3-VDR-RXR-VDRE  etkilesimi  sonucunda
transkripsiyon ger¢eklesmis olur. Bu transkripsiyonel aktivite ko-aktivator ve ko-
represoOrlerle denetlenmektedir. Boylece, VDR gen ekspresyonu marifeti ile Ca
baglayici protein veya osteokalsin gibi gen iirlinleri down veya up regiile edilerek aktif
D vitamininin genomik etkisi gerceklesir. VDR genindeki olas1 genetik degisiklikler
protein sekansindaki degisikliklere neden olur ve bdylece, Ca metabolizmas1 yaninda
hiicre proliferasyonu, immiin fonksiyonlarin etkilendigi O6nemli defektler ortaya
cikabilir. Diger yandan aktif D vitamini, plazma membran reseptdriine baglanmak sureti
ile MAP veya cAMP gibi ikinci habercileri aktive ederek Ca kanallari, pankreasin beta
hiicreleri, vaskiiler diiz kaslar, bagwrsaklar ve monositler {izerinde de etkili
olabilmektedir (non-genomik etki). Aslinda D vitamini niikleer reseptorii ligantina ait
genomik ve non-genomik aktivitelerin birbirini tamamlayic1 nitelikte oldugu

bildirilmistir (68,69).
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Sekil 2.10. VDR aktivasyon semasi (78).

2.9. D Vitamini Diizeyleri

D vitaminin serum degerini belirlemek i¢in biyokimyasal olarak 1,25(OH),D;
vitamini ve 25(OH)D; vitamini olmak tizere iki test kullanilmaktadir. Serum 25(OH)Ds
vitamini yarilanma omri yaklasik olarak 20 gilin olup viicudun D vitamini havuzu
hakkinda en iyi bilgi veren parametredir. Bu Olgiim ile diyetle alinan veya giines
isinlarmin etkisi ile olusan D vitamin kisimlar1 ayirt edilememektedir (51,52). D
vitaminin biyolojik olarak aktif sekli 1,25(OH),D; vitamini olup, yarilanma Oomrii
yaklagik olarak 3-6 saat olup, plazmada 16-65 pg/ml diizeyinde bulunur. Serum
25(0OH)D; vitamin seviyesi mor Otesi 1ginlar ile artarken endokrin sistem tarafindan
sikica kontrol edilen 1,25(OH),D; D vitamini degerleri etkilenmemektedir (59).

Biyolojik olarak aktif form olan 1,25(OH),D; vitamini 6l¢iimii D vitamini diizeyi
degerlendirilmesi i¢in ideal degildir. Cilinkii yarilanma omrii 3-6 saat kadar kisa ve
dolagan kan diizeyi 25(OH)D; vitaminine goére 1000 kat daha diisiiktiir. Serum
kalsiyum, fosfat ve PTH diizeylerinden etkilenir. Bununla birlikte kalsitriol, 25(OH)Ds
vitamini diizeyleri diisik olmasma ragmen normal smirlarda olabilir veya sentezi

hiperparatiroidi nedeniyle artmis olabilir (79,80,81).
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D vitamini, PTH ve kalsiyum arasindaki iliskiler nedeniyle D vitamini yeterliligi;
PTH yiiksekligine neden olmayacak serum 25(OH)D; vitamini diizeyidir ki; buna esik
deger denir. PTH diizeyinde plato degerler olusturan 25(OH)D; vitamini
konsantrasyonlar1i normal D vitamini diizeyleri olarak kabul edilmektedir. Eriskinlerde
yapilan ¢aligmalarda serum 25(OH)D; vitamini diizeyi 15 ng/ml (37,5 nmol/L) altina
indiginde parathormon diizeyi arttig1 gosterilmistir. Boylece eriskinlerde esik deger 15
ng/ml olarak kabul edilmektedir (82,83).

Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K-DOQI) rehberine gore
dolasimdaki 25(OH)D; diizeyini 5 ng/ml’den diisiik ise ciddi D vitamini eksikligi, 5-15
ng/ml arasinda ise hafif D vitamini eksikligi, 15-29 ng/ml arasinda ise D vitamini
yetersizligi, 30 ng/ml den yiiksek ise normal D vitamini diizeyi, 150 ng/ml’den yiiksek
ise D vitamini intoksikasyonu olarak degerlendirilmektedir (84). KDIGO kilavuzu,
renal transplantasyon hastalarinda kalsidiol (25(OH)Ds) diizeylerinin 6l¢iilmesini ve D
vitamini eksikliginin genel toplumdaki gibi tedavi edilmesini 6nermektedir (85).

Renal transplantasyon hastalarinda D vitamini eksikligi sik karsilasilan bir
durumdur. Yetiskin renal transplantasyon alicilarinda D vitamini eksikliginin siklig1
%85’ 1n lizerinde bulunmustur (86).

Renal transplantasyon alicilarinda D vitamini eksikliginin baslica nedenleri;
diyaliz ve transplantasyon sonrasinda yetersiz D vitamini destegi almalari, cilt
kanserinden korunmak i¢in transplantasyon sonrasi giinese maruziyetin kisitlanmasi,
immunsupresif ilaglardan dolayr 25(OH)D; katabolizmasinin  artmasi  (87)
transplantasyon sonras1 donemde persistan FGF23 hipersekresyonu, renal tubiiler asidoz

ve renal fonksiyon kaybidir (88).

2.10. D Vitamini ve immiin Sistem

1980’11 yillardan itibaren yiiriitilen c¢aligmalar, D vitamininin, kalsiyum
homeostazisi ve kemik metabolizmas1 disinda hiicre farklilasmasi, proliferasyon
inhibisyonu ve immiin modiilasyonu i¢ine alan ¢ok 6nemi biyolojik etkileri oldugunu
ortaya koymustur.

Ik kez 30 yil dnce aktif kalsitriol i¢in reseptdrlerin gesitli neoplastik hiicre
cesitlerinde bulunduklar1 fark edildi. Bunu takip eden ¢aligmalar kalsitrioliin D vitamini

reseptoriine baglanmasiyla antiproliferatif etkinliginin harekete gectigini ve kanser
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hiicrelerinde degisik yanitlara sebep oldugunu gosterdi. Kalsitrioliin VDR reseptoriine
tutunmasi ile immiin sistem hiicrelerinde VDR ’nin kesfi ve aktive dendritik hiicrelerde
(DH) D vitamini tiretiminin gosterilmesi ile D vitamininin immiinitede regiilatuvar rol

oynadig1 iddiasmi glindeme getirmistir (89).

D vitamini ve dogal immiinite

Invazif patojenlere karsilik veren ilk immiin yanittir. Polimorf niiveli 16kositler,
monosit ve makrofajlar kadar epidermis, akciger, bagirsak ve mesane gibi organlarin
hiicrelerinde bulunan toll-like reseptor (TLR)’lerin aktivasyonu yolu ile fonksiyon
gortir. TLR’nin transmembran patojen mikroorganizma tanima 6zelligi vardir ve patojen
tarafindan bu reseptdriin uyarilmasi konakta dogal immiiniteyi uyarir. Boylece anti-
mikrobiyal peptidler (defensin, katelisidin) ve reaktif oksijen iirtinleri uyarilir ki bunlar
da mikroorganizmalarin 6liimiine neden olurlar. Bu antimikrobiyal peptidler igerisinde

katelisidin ¢cok dnemlidir (90).

Monosit ve makrofaj

Sarkoidozlu hastalarda makrofaj kaynakli 1-alfa hidroksilaz aktivitesinin
saptanmasi immiin cevabin diizenlenmesinde D vitamininin etkisinin gosterilmesini
saglamistir. D vitamininin makrofajlar {izerindeki anahtar rolii 6nciil monositlerin daha
olgun fagositik makrofajlara doniismesinde yardimci olmaktadir goriisii yillardir
olduk¢a yaygindi. Bu goriis monosit makrofaj farklilasmasinda VDR ve 1-alfa
hidroksilaz enzim ekspresyonunun saptanmasi ile desteklenmistir (91).

l-alfa hidroksilaz etkinligi makrofajlarin interferon-y ile uyarildiginda kalsitiriol
sentezleyebilmesi ile daha da vurgulanmistir (92). D vitamininin otokrin ve intakrin
etkilerinin gosterilmesi; 2006 yilinda Liu ve arkadaglarmin mikobakterium tiiberkilozisin
monositlerde dogal immiinite genlerinin spesifik olarak gostermeleriyle olmustur. Bu
calismada hem D vitamini, hem de 1-alfa hidroksilaz gen sentezi, mikobakterium
tiiberkilozis ve toll like reseptorlerinin (TLR) uyarilmasiyla artmistir (93). D vitamini
TLR nin koreseptorii olarak gorev yapan CD14’iin sergilemesini indiikler.

Ozellikle TLR-25(0OH)D; kombinasyonu antibakteriyel protein olan katelisidin
sentezini uyarir. Bundan dolayr D vitamini monositleri mikobakterium tiiberkilozisi
oldiirmek i¢in uyarir. Son zamanlarda ki raporlar katelisidinin D vitamininin hedefi

oldugunun altin1 ¢izmektedir. Bununla birlikte bazi ¢aligmalar TLR in 1-alfa hidroksilaz
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aktivitesini potent olarak indiikleyen IL15 aktivasyonuyla indirekt olarak uyardigini
gostermektedir (94). Benzer sekilde IL17A’nin kalsitriol aracili katelisidin sentezini
artirdigr  bilinmektedir (95). 1,25(0OH),D; tarafindan antibakteriyel proteinlerin
diizenlenmesi keratinositler akciger epitelial hiicreleri myeloid hiicre serisi plesental
trofoblastlar1 da igeren hiicreler olmak lizere makrofaj dis1 hiicrelerde de gosterilmistir
(96). Daha onceki gozlemler ve bu bulgular gostermektedir ki D vitamini patojenlerin
eliminasyon mekanizmasinda gii¢lii bir uyaricidir. Bununla beraber D vitamini immiin
aktivasyonu feedback kontroliine sahiptir ve kalsitriol monosit TLR2 ve TLR4 i
baskilayarak normalde bu reseptorler tarafindan aktive edilen immiin cevabi baskilar

(97). Boylece D vitamini otoimmiinite gelisimini baskilayabilir.

Dendfritik hiicreler

En 1yt bilinen profesyonel antijen sunucu hiicreler DH(dendritik hiicre)’dir.
Dendritik hiicrelerde D vitamini reseptor ekspresyonu ilk kez 1987 yilinda
gosterilmistir. 2000 yilinda Adorini ve Kumar gruplar1 kalsitriol ve sentetik
analoglarmin monosit kokenli dendritik hiicrelerinin maturasyonu dolayisiyla T
lenfositlerine antijen sunumunu baskiladiklarini gosterdiler (98).

Bu goézlemler temel alinarak kalsitriol ve analoglar1 ile tedavi edilen farelerde
pankreatik islet naklinde daha az rejeksiyon olmasi ile bu bulgu desteklenmistir.
Kalsitrioliin olusturdugu bu etkinin dendritik hiicrelerin olugsmasindaki azalmayla beraber
stipresor regiilatuar T lenfositlerde (Treg) artis nedeniyle oldugu diistintilmektedir (99).
Olgun dendritik hiicrelerde monosit ve immatiir dendritik hiicrelere oranla daha az D
vitamini reseptorii vardir. 25(OH) Ds tedavisinin dendritik hiicrelerin olgunlagmasini ve T
lenfositlerinin proliferasyonunu baskiladigini gostermistir. Monosit kokenli dendritik
hiicrelerinden elde edilen bilgiler 1-alfa hidroksilaz dendritik hiicreleri daha olgun
fenotipe doniistiirdiigiinii gostermistir (100). Bu ters 1-alfa hidroksilaz ve D vitamini
reseptdr organizasyonu kalsitriol duyarsiz olan matiir dendritik hiicrelerde bir avantaj
olabilir. Ciinkii bu durum baslangictaki T lenfosit cevabina olanak saglar. Bununla
beraber bu hiicreler tarafindan sentezlenen yiliksek miktarda kalsitriol immatiir dendritik
hiicrelerde ki D vitamini reseptoriiyle etkileserek onlarin daha fazla gelismesini
engelleyebilir (101). Bu yolla; lokal olarak iiretilen kalsitrioliin parakrin etkisi baslangicta
T lenfositlere antijen sunumuna izin verirken DH’nin daha fazla matiirasyonu ve T

lenfositlerin daha fazla uyarilmasini engeller.
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D vitamini ve edinsel immiinite

T lenfosit fonksiyonlart

Istirahat halinde ki T lenfositler saptanamayacak diizeyde VDR sentezlerler. Fakat
antijenik uyar1 sonrasinda T lenfositler prolifere oldukca VDR sentezi artar. D
vitamininin T lenfositler iizerindeki etkisini inceleyen ilk c¢alismalar kalsitrioliin T
lenfosit proliferasyonunu baskilayabilecegine odaklanmistir (102). Antijenle uyarilan
CD4+ T hiicreleri sitokin liretme durumuna gore iki farklh tip T hiicreye ayrisir. Bunlar
Thl (enflamatuar T-hiicreler), Th2 (anti-enflamatuar T-hiicreler) (103). Thl hiicreleri;
proenflamatuvar sitokinler, IFN-gamma, IL-2 ve TNF alfa iiretirler ve bu sayede
kuvvetli hiicresel immiin cevaptan sorumludurlar (otoimmiinite). Th2 hiicreleri ise anti-
enflamatuar sitokinler, IL4 ve IL5 f{iretir ve antikor merkezli immiin cevaptan
sorumludur. Bu iki hiicre tipi arasindaki dengenin bozulmasi immiin yanitin hangi
yonde calisacagini gosterir. Yapilan calismalarla D vitamininin Th2 hiicreleri uyararak
anti-enflamatuar sitokinleri (TGF-beta- 1, IL-1, IL-4, 5) {irettigi; boylece in vivo ve in
vitro olarak anti-enflamatuar etki gosterdigi saptanmustir. Yine D vitamini pro-
enflamatuvar Thl hiicre lizerinden IFN-gamma, IL-2, IL-3 ve TNF-alfa saliimini
inhibe ederek antienflamatuar etki gosterebilmektedir. D vitamini eksikligi veya
yetersizligi durumunda aktive olan ve Thl yanit1 i¢in karakteristik olan pro- enflamatuar
sitokinler aslinda tip 1 DM, MS, RA ve enflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi otoimmiin
tabanli kronik sistemik hastaliklarin etiyopatogenezinde de gorev almaktadirlar (103).
Daha sonraki caligmalarda Lemire ve ark. kalsitrioliin T helper 1 (Thl)’i inhibe
edebilecegini bildirmislerdir (104).

Kalsitriol ile tedavi edilen T hiicrelerin sitokin profillerinin humoral immiiniteyle
iligkili olan CD4+ T lenfositlerin alt grubu olan Th2 lenfositlerle tutarli oldugunu
gosterildi (105). Sonug olarak D vitamininin T lenfositleri Thl yolagindanTh2 ye dogru
kaydirdig1 gosterildi. Thl ve Th2 hiicrelerinden farkli bir T lenfosit grubu olan I1L17
sentezleyebilme yetenegi bulunan Th17 hiicreleri belirli patojenlerle miicadelede dnemli
gorevler alir, inflamasyon ve doku hasarlanmasinda onemlidir. Aktif D vitamini Th17
iizerine inhibitdr etki yaparak otoimmiin hastaliklarin kismen de olsa dnlenmesinde
gorev aldig1 yoniinde son zamanlarda yayinlar bulunmaktadir (106). Gastrointestinal
sistemin inflamatuar hastaliklarmi inceleyen hayvan caligmalarinda kalsitriol tedavisi

IL17 sentezini azaltir (107).
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Tregs, baskilayici etkileri olan T lenfositlerdir. Barrat ve ark. 2002 yilinda
glukokortitroidlerle beraber kalsitrioliin CD4+ ve CD25+ Tregs’lerden IL10 sentezini
artirdiklarin1  gostermislerdir (108). Sonraki calismalarda kalsitrioliin tek basma
Tregsleri uyardigi, greft rejeksiyonu ve otoimmiin hastaliklarda kalsitrioliin Tregslerde
differansiyasyona yol actig1 goriildii. Dolayisiyla D vitamininin edinsel immiinitede
olumlu etkileri oldugu séylenebilir (109).

CD8+ hiicrelerde VDR fazla miktarda bulunur. Bu durum CDS8+ hiicrelerin
kalsitriol i¢in potansiyel bir hedef oldugunu diisiindiiriir. CD8+ hiicreler CD4+
hiicrelerin aksine kalsitriole kars1 diisiik antiproliferatif yanit gosterirler (110). Sonraki
calismalar kalsitrioliin CD8+ hiicrelerinde aktif olarak sitokin iiretimini diizenledigini
gostermistir. Ayni  zamanda kalsitriolin CD8+ hiicrelerinin  proliferasyonunu
diizenledigi anlasilmistir. Son ¢alismalar D vitamininin lenfositlerin spesifik dokulara

yonlenmesinde gii¢lii etkileri oldugunu gostermistir (111).

B hiicre fonksiyonu

Aktif B hiicreler VDR sentezlerler. inaktif B hiicrelerinde VDR sentezlenmez. Son
calismalar kalsitrioliin B hiicre hemostazisi iizerinde direkt etkilerini gostermistir, B
hiicre proliferasyonu ve immiinglobulin {iretimi iizerinde ki VDR aracili direkt
etkilerine ek olarak kalsitrioliin plazma hiicre farklilasmasini inhibe ettigini ve SLE gibi
B hiicre iligkili hastalarda ©Onemli olabileceginin altin1 ¢izmistir. B hiicrelerde
CYP27BI1B sentezi saptanmistir. Bu da B hiicrelerinin D vitaminine otokrin ve parakrin
cevap verebilecegini disiindiirmektedir (112). Sonu¢ olarak aktif D vitaminin
kazanilmis immiiniteyi baskilamasi dentritik hiicrelerin olgunlagsmasinin baskilanmas1
ve boylece CD4+ hiicrelerine antijen sunumunun azalmasi, CD4+ hiicrelerinin Thl ve
Th17 hiicrelerine diferansiasyon ve proliferasyonunun inhibisyonu ve Th2 ve Treg

hiicrelerinin iiretiminin artmas1 yolu ile olmaktadir.
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Sekil 2.11. D vitamininin immiin sistem iizerine etkisi.

2.11. D Vitamininin Greft Fonksiyonlar1 Uzerine Olan Etkisi

D vitamini ve metabolitlerinin immiin fonksiyonlar tizerine etkileri uzun yillardir
bilinmektedir Ancak bu immiinomodiilator etkinin mekanizmasi yeni anlasilmaya
baslamustir. Farkli tiplerde bobrek hastaliklarinda renal inflamasyonun serum 1,25(OH),D3
seviyesi ile ters orantili oldugu gosterilmistir (113). 1,25(OH),Ds’nin allogreft dmriinii
uzattig1 ve diisiik dozda siklosporin A ile birlikte renal greft fonksiyonunun korunmasmda
ek destek sagladigi hayvan ¢alismalarinda gozlenmistir (114).

D vitamininin akut rejeksiyon ve kronik allogreft yetersizliginden koruyucu
ozellikleri konusundaki veriler hizla artmaktadir. Retrospektif vaka kontrolli
calismalarda, osteoporotik renal transplant alicilarda akut rejeksiyonun ve pulse steroid
dozlarimm D vitamini tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir (115). Diger onemli bir nokta
da karaciger ve bobreklere ek olarak D vitamini immiin sistem hiicrelerinde de
metabolize olur. D vitamininin T hiicreleri lizerindeki net etkisi sitokin tiretimini
engellemesi Ozellikle Thl tarafindan yapilan IFN-y ve Th2 cevabinin uyarilmasi ve

artirilmasidir (116).
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D vitamini, immiin yanit diizenleyici olarak gdrev yapan ve antijen sunan
hiicreleri direkt olarak inhibe edebilmektedir. MHC class II ekspresyonunun ve CD40,
CD80 ve CD86 ekspresyonunu azaltarak differansiyonu, maturasyonu ve dendritik
hiicrelerin immiin stimiilator 6zelliklerini baskilamaktadir. Bu belirgin sekilde T hiicre
yanitsizligina neden olmaktadir.

D vitamini ayrica T lenfositlerin diferansiyonunda gorev alan ve dendritik
hiicrelerden salinan IL-12’yi inhibe ederek, inflamatuvar sitokinler olan IL-1a, IL-1B ve
TNFao’nin inhibisyonuna neden olmaktadwr (117). D vitamini doza bagh olarak, Thl
trankripsiyonunu azaltarak IL 2, grantilosit-makrofaj uyaric1 faktér (GM-CSF) ve IFNy
salinimini azaltirken, Th2 tarafindan salman IL-4, IL-5 ve IL-10 salinimini arttirmaktadir.

D vitamini potent olarak T hiicreler iizerinde anti-proliferatif etkiye sahiptir.
Supressor B hiicre antikor yapimmi in vitro olarak direkt ve indirekt yoldan
baskilayabilmektedir (118). 1,25(OH),Ds ile IL-12 inhibisyonu, inflamatuvar sitokin
iretimi i¢in kilit rol oynayan NF-«xB ile iligkilidir. NF-kB’nin aktivasyonu ve 1L-12’nin
promotor p40 subiinitesi ile baglanmasi, 1,25(0OH),D; ile regiile edilmektedir (117).
1,25(0OH),Ds T hiicre diferansiyonundaki faydal etkiler saglayarak allojenik transplant
modellerinde iyi sonuclar saglamaktadir (114).

D vitamini, antijen spesifik Treg hiicreler tarafindan siirdiiriilen periferik
toleransin devaminda da rol alir. Bu hiicreler self toleransin idamesini saglar ve anahtar
gorevi periferik T hiicrelerinin otoreaktivasyonunu onlemektir. D vitamini eksikligi
durumunda Treg say1 ve aktivitesi bozulur. Thl {izerine blok etki ortadan kalkar.

Tim bunlar bir arada diisiiniildiigiinde D vitamini ve analoglarmin transplant
hastalarinda tolerans indiiksiyonunda kullanimi giindeme gelmektedir. Deneysel bir
calismada ratlarda transplantasyon sonrasi aktif D vitamini tedavisi ile greft
fonksiyonlarmin 1yilestigi gosterilmistir (119).

Renal transplantasyon sonrasi D vitamini destegi ile greft fonksiyonlarinin daha
1yil oldugunu gosteren ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (10). Hayvan modellerinde
kalsitrioliin enfeksiyon riskini artirmaksizin greft fonksiyonlarmi iyilestirdigi
gosterilmistir (120).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada aktif D vitamini bilesiklerinin kronik allogreft
nefropatisine karsi koruyucu oldugu bulunmustur (121).

Fibrozis, kronik devam eden mikrotravma, oksidatif stres, otoimmiinite, endojen

ve eksojen hasar verici ¢ok ¢esitli uyaranlara kars1 yanit olarak bir ¢ok organ sisteminde
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ortaya c¢ikan asir1 bir yara iyilesmesi olarak tanimlanabilir. Basta kollojen olmak {izere
eksraselliiler matriks bilesenlerinin asir1 sekilde yapimi s6z konusudur (118).

Daha oOnceki bilgilerin tersine giliniimiizde fibrozis, geri doniisiimlii ve tedavi
edilebilir bir siire¢ olarak kabul edilmektedir (122).

Aktif D vitamini birgok mekanizma ile renal koruyucu etki gosterir (Sekil 2.12).
Bu mekanizmalar:

Aktif D vitamini, renin anjiotensin aldosteron sisteminin (RAAS) negatif endokrin
diizenleyicisidir (123). Kalsitriol renin biyosentezini baskilar. VDR olmayan homozigot
mutant farelerde yiiksek renin hipertansiyon, kardiyak hipertrofi ve artmis tombojenisite
saptanmistir.

D vitamininin kan basinci diisiirticii mekanizmalarindan biri de PTH {izerindeki
baskilayici etkisi ile agiklanmaktadir. Kalsiyum hemostazinda 6nemli yere sahip olan
PTH’1n, arteriyal hipertansiyon ve kardiyak problemler olusturma o6zelligi
bulunmaktadir. Saglikli bireylerde intravenéz PTH infiizyonu kan basinci yilikselmesine
neden olmaktadir. PTH’in kan basinci yiikseltme mekanizmasi net olmamakla birlikte
vaskiiler diiz kas hiicrelerine etki etmesiyle ve bobrek hastaligi olanlarda ateroskleroz
yapmasi ile izah edilmektedir (124).

D vitamini, VDR ve 1-alfa hidroksilaz ekspresyonu sayesinde damar duvarinda
bulunan endotelyal hiicrelere, vaskiiler diiz kas hiicrelerine ve makrofajlar lizerine etki
ederek vaskiiloprotektif etkiler olusturmaktadir. Hipertansif fare deneylerinde, D
vitamini endotelyal hiicrelerde sitozolik serbest kalsiyum konsantrasyonunu azaltarak,
aortun endotelyal kaynakli kasilmasmi azaltmaktadir. Ayrica D vitamini endotelyal
nitrik oksid sentezini arttirarak, endotelyal adezyon molekiillerini azaltarak ve
antiinflamatuvar sonuglar olusturarak vaskiiloprotektif etki saglamaktadir (124).

Bunun yaninda D vitamini bobrekte podosit kaybini azaltip podositlerde hipertrofi
ve mezengiyal hiicre proliferasyonunu suprese ederek renal kaynakli hipertansiyondan
koruma saglamaktadir (124). Sonu¢ olarak D vitamini renal vaskiiler proteksiyon
saglayarak, anti- inflamatuvar siirecte aktif rol alarak, sekonder hiperparatiroidizimden
koruyarak ve RAAS blokaj1 yaparak hipertansiyondan ve hipertansiyonun olusturacagi
kot sonuglardan korumaktadir.

Bobrek nakli yapilmis hastalarda RAAS aktivasyonu artisginin D vitamini ve
analoglar1 ile bloke edilmesi, glomeriiler hipertansiyonu diisiirmekte, proteiniiriyi

azaltmakta, glomeruler ve tubulointerstisyel hasardan korumaktadir (125).
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D vitamini, mezengial hiicre aktivasyonunu bloke ederek, fibrozisi onler (115).
Fibrozisin en belirgin 6zelligi interstisyel alanda ekstraselliiler matriks artis1 olmasidir.

Bobrek dahil, nerdeyse wviicuttaki tiim dokularda VDR ekspresyonu
bulunmaktadir. Bu durum D vitamininin kalsiyum fosfor metabolizmasmin
diizenlenmesi disinda kalan nonkalsemik diger genis etkilerini saglar. Cok sayida
arastrma ile D vitamini analoglarinin proteiniiri, renal inflamasyon ve fibrozisi
azaltarak renal koruyucu etkileri olabilecegini géstermistir (115,126).

D vitamininin anti-inflamatuar 6zelligi vardir. Ozellikle niikleer transkripsiyon kB
(NF-xB) yolagmi stabilize ederek renal inflamasyonu inhibe eder (126,127). NF-«xB,
niikleer transkripsiyon yolu immiin cevabin diizenlenmesindeki temel yollardan biridir;
inflamatuar sitokinleri ve fibrojenik molekiilleri diizenler. Lokal RAAS, inflamasyon ve
renal hastaligin progresyonu ile baglantili olarak bdbrek doku hasarmin temel
belirleyicisidir. VDR analoglar1 lokal RAAS ve NF-kB yolagini diizenleyerek bobregi
korur. KBH hastalarinda D vitamini desteginin olumlu etkileri klinik olarak da
gosterilmistir (128,129).

Deneysel ¢caligmalar bu etkinin profibrotik ve proinflamatuar yolaklar1 zayiflatarak

ortaya ¢iktigini diistindiirmektedir (115,127).

Jukstaglomeriiler bilegke hiicreleri
Renin
Tubiiler epitelyal hiicreler Pndo.mtler
Nefrrin T
NFBL Podosin T
CCL5 (RANTES) - Dosrmin
Digier NF-«B iliskili esmin
mediatérler)
Dentritik hiicreler
Maturasyon/farklilasma l
T hiicreleri
Thlyaniti l
Th2 yamiti T Makrofajlar
Antijen spesifik T diizenleyici hiicreler T TNE
NF«B L

Sekil 2.12. Aktif D vitamininin renal koruyucu etki mekanizmalari (8).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde son bes yilda renal
transplantasyon yapilan ve sonrasinda Organ nakli poliklini§inde diizenli olarak
takipleri devam eden 18 yasindan biiylik toplam 30 kisi renal transplantasyon grubu
olarak alindi. Kronik rejeksiyon olan grup, rutin takipleri sirasinda kronik rejeksiyon
tanis1 renal biyopsi ile tani alan toplam 15 hasta olarak alindi. Kronik rejeksiyon
gelismeyen grupta ise rejeksiyon grubu ile benzer yas ve cinsiyette 15 goniilliiden
olusuyordu. Kronik rejeksiyon gelismeyen gruptaki bir hastanin alian Ornegi
kaybolmus olup ¢alisma dis1 birakilmistir.

Saglikli kontrol grubu olarak, I¢ Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran, bilinen bir
hastaligi olmayan, 18 yasmdan biiyiik toplam 15 goniillii alindi. Saghkli gruptan bir
goniilliiniin VDR degerleri ug deger olarak goriildiigii i¢in ¢alismadan ¢ikarildi.

Calisma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alindiktan
sonra Helsinki Deklarasyonu Kurallari’na uygun olarak yapildi. Calismaya katilan tiim
hastalar bilgilendirilerek onaylar1 alind1.

Aktif enfeksiyonu, malignitesi, romatizmal veya sistemik immiin hastaliga sahip
olanlar, D vitamini ve analoglarini kullananlar arastirmaya dahil edilmedi.

Hastalarin cinsiyet, yas, son vizit tarihi, transplantasyon yasi, transplantasyon
tarihi, transplantasyon siiresi, BMI, dondr tipi, dondr yasi, transplantasyon oOncesi
diyaliz siiresi ve diyaliz tiirii, primer renal hastaligi, idame immunsupresif tedavi
protokolii, akut rejeksiyon atak sayisi, missmatch durumu, biyopsi tarihi ve biyopsi
sonucu gibi klinik 6zellikleri kaydedildi.

Hasta ve kontrol grubundan serum 6rnekleri alindi. Serum 6rneklerinden kan iire
azotu (BUN), kreatinin, GFR, kalsiyum, fosfor, PTH, 25(OH)Ds vitamini, 1,25(OH),D;
vitamini diizeyleri ve VDR yiizdeleri ol¢iildi. BMI viicut agirligmin (kg), boy
uzunlugunun metre cinsinden karesine boliinmesiyle hesaplandi.

GFR Olctimleri CKD-EPI formiiliine gore hesaplandi. Kalsiyum degerleri
diizeltilmis kalsiyum hesaplanarak yazildi.

Hastalar bobrek nakli olan ve olmayan olarak iki gruba ayrildi. Bobrek nakli olan

grup kronik rejeksiyon olan ve olmayan olarak tekrar iki gruba ayrildi.
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3.2. Laboratuar Olgiimleri

Calismamizda olgulardan 10 cc vendz kan 6rnegi, heparinli tiiplere alindi. Bunun
4 cc’si Immiinoloji Bilim Dali tarafindan VDR bakilmas: igin ayrildi. Periferik kan
monositlerinin ayristirilmast ve VDR  analizi, Akdeniz Universitesi Hastanesi
Immiinoloji Arastirma Laboratuvari’nda yapildi.

Periferik kandan monontiklear hiicre izolasyonu heparinli tiiplerde toplanan kan
orneklerinden Ficoll-Histopaque yontemi ile mononiiklear hiicreler izole edildi. Kisaca,
4 ml’lik ficoll lizerine 2.5 ml + tam kan karisimi yavasca eklenip 456xg’de 30 dakika
(23°C) santrifiij edilmistir. Iki faz arasinda kalan beyaz kisim PMNL olarak 10 ml’lik
ayr1 bir falcona alinir. Ayrilan hiicreler, PBS ile 12 ml’ye tamamlanir ve 500xg’de 10
dakika santrifiij edilir. Hiicre pelleti lizerine lenfosit saklama soliisyonu konulup
resiispanse edilmis ve cryotiiplere alinmistir. Elde edilen hiicreler, -80°C’de izopropil
alkol iceren kapakli dondurma kabinda 1 gece bekletilip, ertesi giin sivi azota

konulmustur. Ornekler ¢alisma giiniine kadar s1v1 azotta saklanmustir.

Hiicre ylizey boyamasi ile secilen lenfosit alt gruplarinda ve monositlerde D

vitamini reseptOr tayini asagidaki sirayla yapilmistir:

1. Azot tankinda bulunan 6rnekler deneyin yapildig1 giin, ¢ikarilip 37°C’lik su
banyosunda hizlica ¢6ziildii.

2. Birkag¢ dakika sonra, %10 FBS iceren PBS ile 400xg’de santrifiij edildi ve
siipernatanlar atildi. Hiicre pelleti hiicrenin miktarina goére 300-500 pl %10
FBS iceren PBS ile resiispanse edildi ve flow tiiplerine (polistiren round-
bottom tiip, BD Falcon, Belgium) béliindii.

3. llgili antikora ait izotipik kontroller, anti-human CD4-PE (eBioscience Inc.,
San Diego, CA) ve anti-human CDS8-PE-Cy5.5 (eBioscience Inc., San Diego,
CA) ile oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilen hiicreler, hiicre yikama
soliisyonu ile yikama isleminden sonra, D vitamini reseptor tayini i¢in hiicre
ici boyama islemine gegildi.

4. Hiicre i¢i boyamada hiicre membranini fikse etmek ve hiicreyi stabilize etmek
icin ticari olarak temin edilmis fiksasyon tamponu (eBioscience Inc., San
Diego, CA), hiicre membranini permeabilize etmek ve antikorun hiicre icine
girisini kolaylastirmak amaciyla permeabilizasyon tamponu (eBioscience Inc.,

San Diego, CA) kullanilmstir.
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5. Fiksasyon ve permeabilizasyon islemlerinin ardindan, hiicreler anti-D vitamini
receptor antikoru (abcam, Cambridge, USA) ve izotipik kontrolii ile 30 dakika
inkiibe edilmis, yikama igsleminin ardindan sekonder antikor (goat pAn to Rat
IgG (DyLight®488 Azot) (Abcam, Cambridge, USA) ile de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

6. Yikama isleminin ardindan hiicrelerin akim sitometrik analizi FACSCantoll
(BD Biosciences, CA, USA) ve FACSDiva yazilimi (BD Biosciences, CA,
USA) kullanilarak yapilmaistir.

VDR dlgiimlerinde birim % olarak kullanilmistir. VDR eksprese eden CD8+,
CD4+ lenfositler, monositlerin yiizdeleri Ol¢tilmiistiir. Sonrasinda VDR tasiyan
hiicrelerdeki VDR konsantrasyonu 0Olciilmiis ve MFI (mean fluorescence intensity)
olarak belirtilmistir. Daha 6nce benzer calisma yapilmis olup, caligma sonuglar1 yayina
hazirlanmaktadir.

Calismamizda olgulardan 5 cc vendz kan 6rnegi, jel seperatorlii tiiplere alindi. Kan
ornekleri bekletilmeden 4000 devirde (rpm) bes dakika santrifiij edildi ve {istte kalan
serum kismi analizler i¢in -80°C’de 12 ay saklandi. -80°C’de saklanan serum Ornekleri,
analiz giinii eritilerek Ol¢timler yapildi.

Serum BUN Analizi: Enzimatik, kolorimetrik yontemle Cobas 8000
otoanalizoriinde (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 0l¢iildii. Sonuglar mg/dL
olarak verildi.

Serum Kreatinin Analizi: Rate-blanked, compensated Jaffe yontemiyle Cobas
8000 otoanalizoriinde (Roche Diagnostics,Mannheim, Germany) 06l¢iildii. Sonuglar
mg/dL olarak verildi.

Serum Kalsiyum Analizi: Kolorimetrik yontemle Cobas 8000 otoanalizdriinde
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 6l¢iildii. Sonuglar mg/dL olarak verildi.

Serum Fosfor Analizi: Kolorimetrik yontemle Cobas 8000 otoanalizoriinde
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 6l¢iildii. Sonuglar mg/dL olarak verildi.

Serum Albiimin Analizi: Kolorimetrik yontemle Cobas 8000 otoanalizoriinde
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 6l¢iildii. Sonuglar g/dL olarak verildi.

Serum PTH Analizi: Elektrokemiluminesans immiinassay (ECLIA) yontemi
kullamlarak Cobas 8000 otoanalizériinde (Roche® Diagnostics, Mannheim, Germany)

analizoriinde yapildi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.
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Serum 25(0OH)D; Analizi: Elektrokemiluminesans immiinassay (ECLIA)
yontemi kullanilarak Cobas 8000 otoanalizoriinde (Roche® Diagnostics, Mannheim,
Germany) analizoriinde yapildi. Sonuclar ng/mL olarak verildi.

Serum 1,25(OH),D; Analizi: Cusabio markali kit kullanilarak solid-faz sandvig
ELISA ydntemi ile yapild1 (Cusabio, Human-1,25- Dihydroxy D vitamini 3 (DHVD3),
Cat. No: CSB-E05120H). Bu yontemde monoklonal anti-human DHVD3 antikoruyla
onceden kaplanmis 96 kuyucuk iceren mikroplaklar kullanildi. Kuyucuklara eklenen
serum ve standartlarda bulunan DHVD3, iki saatlik bir inkiibasyon ile kuyucuklardaki
antikorlara baglandi ve baglanmayan kisim uzaklastirildi. Ortama Biotinle isaretlenmis
ikincil antikor eklendi ve bir saat inkiibasyon yapildi. Yikama asamasi ile baglanmayan
kisim uzaklastirildi. Daha sonra Streptavidin - horse radish peroksidaz konjugati ortama
eklenerek 60 dakika inkiibasyon yapildi. Baglanmayan enzim ortamdan yikama ile
uzaklastirilarak kromojenik substrat eklendi, inkubasyon sonrasi olusan renk yogunlugu
450 nm’de ol¢iildi. Serum orneklerindeki DHVD3 miktarlari, standartlar yardimi ile

cizilen egriden hesaplandi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Tanimlayict istatistikler frekans, ylizde, ortalama, standart sapma, medyan ve
minimum-maksimum degerleri ile sunulmustur. Kategorik degiskenler arasindaki
iliskilerin analizinde Fisher kesin testi veya Pearson ki-kare testi kullanilmistir. iki
grubun Olciim degerleri arasindaki farkin analizinde normallik varsayimi Shapiro-Wilk
testi ile kontrol edilmis, normal dagilima uymadigi durumda Mann-Whitney U testi,
uydugu durumda Student t testi kullanilmistir. Rejeksiyon gruplarmin parametrik
olmayan karsilastirmasinda Kruskal Wallis testi, anlamli ¢ikan durumlar i¢in post-hoc
test olarak Bonferroni-Dunn testi kullanilmistir. Normal dagimi varsayimi saglandigi
durumda ¢ grubun karsilastirilmasinda ANOVA testi ve ikili karsilastirmalar igin
Tukey testi kullanilmistir. Sirali (ordinal) veya normal dagilima uymayan siirekli
degiskenler arasindaki iligkiler Spearman korelasyon testi ile analiz edilmistir. 0,05'den
kiigiik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Analizler SPSS 18.0 paket

programui ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

1- Rejeksiyon olan, olmayan ve saglikli gruplari demografik degiskenlerden
cinsiyet, yas ve BMI degerlerine gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 4.1. Gruplarin demografik verilerinin karsilastirilmasi.

Rejeksiyon olan TRejeksiyon olmayanT Normal saghkh

n=15 n=14 n=14
Yas' ortalama (ss) 45,67 (11,67) 41,29 (12,89) 37,64 (9,43) 0,298
BMI" ortalama (ss) 24,80 (4,66) 24,86 (4,02) 25(3,23) 0,991

"Pearson ki-kare testi; ' Kruskal Wallis testi;  Tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

2- Gruplarinin serum ve biyokimyasal degerleri karsilastirildigimda BUN,
kreatinin, GFR, kalsiyum, albumin, PTH, CD8 VDR (MFI), CD8 VDR (MFI) degerleri

icin en az iki grup arasinda anlaml farklilik bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.2. Gruplarin serum ve biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmast.

Normal

Rejeksiyon

Rejeksiyon olan olmayan saghkh . Te‘stm
n=15 n=14 n—14 Istatistigi
BUN 33,20 (14,76) 13,79 (3,79) 13,79 (4,90) 21,911" | <0,001*
Kreatinin 2,25 (0,78) 0,88 (0,18) 0,72 (0,19) 31,045 | <0,001*
GFR 33,75 (12,88) 93,43 (16,0) 99,97 (13,17) 98,631° | <0,001*
Kalsiyum 9,09 (0,78) 10,0 (0,65) 9,44 (0,32) 11,158" 0,004*
Fosfor 3,62 (1,0) 3,41 (0,92) 3,64 (0,58) 0,304" 0,740
Albumin 3.58 (0.62) 4.35(0.44) 4.58 (0.25) 21,762 | <0,001*
PTH 167,10 (164,24) 73,38 (46,67) 49,20 (20,55) 13,616" 0,001*
25(OH)D3 18, 98 (8,16) 23,04 (12,58) 22,77 (11,08) 1,045" 0,593
1,25(OH)2D3 15,70 (9,44) 16,50 (11,82) 12,21 (6,73) 1,219" 0,544
CD8+/VDR% 65,46 (20,0) 70,24 (9,52) 64,01 (13,52) 1,517" 0,468
CD8VDR(MFI) 1013,53 (281,14) | 770,64 (183,79) 595,43 (52,06) | 22,869' | <0,001*
CD4+/VDR% 66,83 (16,36) 72,29 (8,29) 63,84 (12,71) 2,990" 0,224
CD4VDR (MFI) | 1091,40 (331,82) | 810,86 (203,88) 627,0 (72,0) 22,509 | <0,001*
Monosit/VDR % 23,08 (19,08) 21,93 (19,68) 12,68 (23,51) 4,878" 0,087
Mon VDR(MFI) 1042 (776,56) 844,71 (665,56) 353,57 (236,42) 8,123" 0,017*

' Kruskal Wallis testi-Ki-kare degeri ile verilmistir; ~ Tek yonlii varyans analizi (ANOVA)-F degeri ile
verilmistir; * p<0,05
e Mon/ VDR %: VDR eksprese eden monosit ylizdesi
CD8+/ VDR %: VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi
CD4+/ VDR %: VDR eksprese eden CD4+lenfosit ylizdesi
Mon VDR (MFI): Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktart
CD8 VDR (MFI): CD8+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktari
CD4 VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktari
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3- Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini bulmak i¢in ikili karsilastirmalar
yapilmistir. Rejeksiyon olan hastalarin olmayan hastalara gére BUN ve kreatinin
degerleri yiiksek olup GFR, albumin ve kalsiyum degerleri diisiik bulunmustur.
Rejeksiyon olan hastalarin ise normal sagliklilara gore BUN, kreatinin, PTH, CD8 VDR
(MFI), CD4 VDR(MFI), v¢ Mon VDR (MFI) degerleri yiiksek, GFR ve albiimin
degerleri diisiik bulunmustur (p<0,05). Rejeksiyon olmayan hastalarin ise, CD8 VDR
(MFI) veCD4 VDR (MFI)degerleri saglikli normallere gore yiiksektir (p<<0,05).

Tablo 4.3. ikili karsilastirmalar.

Rejeksiyon olan ve Rejeksiyon olan ve Rejeksiyon olmayan
Rejeksiyon olmayan Normal saghkh ve Normal saghkh
BUN' <0,001* <0,001* 0,999
Kreatinin' <0,001* <0,001* 0,394
GFR" <0,001* <0,001* 0,443
Kalsiyum* 0,004* 0,058 0,999
Albumin* 0,004* <0,001* 0,602
PTH' 0,128 0,001* 0,312
CD8 VDR (MFI)! 0,177 <0,001* 0,014*
CD4VDR (MFI)' 0,156 <0,001* 0,018*
Mon VDR(MFI)* 0,999 0,020* 0,098

‘ Bonferroni-Dun Testi; ' Tukey post-hoc testi; * p<0,05

Mon / VDR %: VDR eksprese eden monosit yiizdesi

CD8+ / VDR %: VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi

CD4+/ VDR %: VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

Mon VDR (MFI): Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari

CD8 VDR (MFI: CD8+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktart
CD4 VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
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4- Hastalarda greft fonksiyonunu etkileyebilecek ozellikler degerlendirildiginde

rejeksiyon olan hastalarla,

olmayan hastalarin belirli

degerleri

Tablo 4.4°de

karsilagtirilmis, iki grubun hi¢bir degeri arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

Tablo 4.4. Rejeksiyon olan ve olmayan renal transplantasyon grubunun demografik ve

klinik 6zellikleri.
Rejeksiyon Rejeksiyon Test
olan olmayan istatistigi
. Kadin 7 (46,7) 7 (50,0)
Cinsiyet 0,032 0,858
Erkek 8(53,3) 7 (50,0)
4 1. derece 8(53,3) 7 (50,0)
Akraba 0,032 0,858
4. derece 7 (46,7) 7 (50,0)
Diyaliz Preamptif 5(33,3) 5(35,7) 0,999
modalitesi® Hemodiyaliz-Periton diyaliz 10 (66,7) 9 (64,3) ’
_— Takrolimus 11(73,3) 10 (71,4)
Ilag . . - 0,999
Siklosparin 4 (26,7) 4 (28,6)
Canli 12 (80 12 (85,7
Tx tipi® (80) (85.7) - 0,999
Kadavra 3 (20) 2 (14,3)
izlemde akut Yok 11(73,3) 13 (92,9) 0.330
rejeksiyon atag® Var 4(26,7) 1(7,1) ’
Yas' 45,67 (11,67) 41,29 (12,89) -0,809 0,419
BMI" 24,30 (4,66) 24,86 (4,02) -0,035 0,972
Verici yas1* 46,47 (11,35) 42,36 (10,49) 1,010 0,321
Tx yas1* 43,07 (11,86) 39,07 (12,74) -0,70 0,484
Tx siiresi 32,67 (18,01) 28,21 (9,22) -0,437 0,662
Diyaliz siiresi* 20,90 (17,12) 25,78 (27,06) -0,123 0,902
Missmatch sayis1* 3,83 (1,64) 3,82(2,18) -0,409 0,682

# Pearson ki-kare testi-ki-kare degeri verilmistir; * Fisher’'in kesin testi (bu testin test istatistigi degeri
yoktur); ' Mann-Whitney U testi-z degeri verilmistir; ~ Student t testi-t degeri verilmistir.
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5- Rejeksiyon olan hastalarin primer bobrek hastaliklarina gore dagilimlari
incelenmistir. Buna gore rejeksiyon olan hastalarin sahip olduklar1 bébrek hastaliginin
%33,3’1 iirolojik nedenlere, %13,3’1 hipertansiyona baglh olup %26,7’sinin etiyolojisi
bilinmemektedir. Rejeksiyon olmayan hastalarda ise sirasiyla hipertansiyon (%35,7),
iirolojik nedenler (%21,4) ve %14,3’linlin etiyolojisi bilinmemektedir. Gruplarin
etiyolojileri ~ orneklem  sayis1  yetersizligi  nedeniyle  istatistiksel  olarak

karsilagtirilamamastir.

Tablo 4.5. Primer bobrek hastaligmin gruplar arast dagilimi.

Rejeksiyon olan Rejeksiyon olmayan
n (%) n (%)
Diabetes mellitus 1(6,7) 1(7,1)
Hipertansiyon 2 (13,3) 5(35,7)
Glomeriilonefrit 1(6,7) 1(7,1)
Etiyoloji Kistik bobrek hastaliklar 1(6,7) 1(7,1)
Urolojik nedenler 5(33,3) 3(21,4)
Diger nedenler 1(6,7) 1(7,1)
Etiyolojisi belirsiz 4 (26,7) 2 (14,3)
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6- 25(OH)Ds, 1,25(0OH),;D3 ve VDR transplantasyon ve saglikli gruplar arasinda
karsilagtirilmistir. Buna gore CD8 VDR (MFI), CD4VDR (MFI), Mon / VDR% ve Mon
VDR (MFI) degerleri farkli bulunmustur. Tiim bu degerler transplantasyon olan
hastalarda yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.6. 25(OH)Ds, 1,25(0OH),Ds; ve VDR’nin saglikli ve transplante olan gruplarda
karsilagtirilmasi.

Saghkh . Te'stw-
Istatistigi
25 (OH)D3! 20,94 (10,54) 22,77 (11,08) -0,855 0,392
1,25(OH)2D3' 16,08 (10,47) 12,21 (6,73) -1,102 0,271
CD8+/VDR %" 67,77 (15,75) 64,01 (13,52) -1,205 0,228
CD8 VDR(MFI)* 896,28 (265,44) 595,43 (52,06) -4,393 <0,001*
CD4+/VDR%'* 69,47 (13,17) 63,84 (12,71) -1,607 0,108
CD4VDR (MFI" 955,97 (307,74) 627,0 (72,01) -4,329 <0,001*
Mon/VDR%' 22,52 (19,03) 12,68 (13,51) -2,208 0,027*
Mon VDR(MFI)' 946,76 (719,21) 353,57 (236,42) -2,799 0,005*

* Mann-Whitney U testi-z istatistigi ile verilmistir; * p<0,05

e Mon/ VDR % : VDR eksprese eden monosit yiizdesi
CD8+/ VDR % : VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi
CD4+/ VDR % : VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi
Mon VDR (MFI) : Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
CDS8 VDR (MFI): CD8+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktari
CD4 VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktari
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7- GFR 0l¢limiiniin 25(0OH)Ds, 1,25(0OH),D; ve VDR degerleriyle iliskilerinin
genel ve gruplara gore incelendigi tablo 7°de tiim hastalarda CD8 VDR(MFI),
CD4VDR (MFI), Mon VDR(MFI) degerleri ile negatif yonlii anlaml bir iligki tespit
edilmistir (p<0,05). Rejeksiyon olan hastalarda ise CD8 +/VDR% ve CD4+/VDR%
degerleri ile GFR’nin pozitif yonlii 1y1 derecede iligkisi bulunmustur (p<0,05). Saglikli
grupta genel hastalarla ayni1 korelasyon sonuglar1 elde edilmistir. Rejeksiyon olmayan
hastalarda ise GFR ile iliskili herhangi bir 25(OH)Ds;, 1,25(0OH),D; ve VDR degeri
saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 4.7. Tiim hastalarda ve gruplarda GFR’nin 25(OH)Ds, 1,25(OH),D; ve VDR
degerleriyle iliskisi.

Tiim gruplar n=43

25(0H) | 1,25 (OH) | CD8+V CD4VD

D3 2D3 DR % R (MFI)
r ,075 -,034 ,039 -587" | ,079 .,604" | -234 -312°
p ,631 ,828 ,805 ,000 ,615 ,000 ,130 ,042

Rejeksiyon olan n=15

ok Kk

r ,222 -,265 ,754 ,064 ,737 ,059 314 ,326

P 427 ,340 ,001 ,820 ,002 ,834 ,254 ,236

Rejeksiyon olmayan n=14

r ,192 ,285 -,029 ,108 117 ,166 -,126 -,130

P 511 ,324 ,922 ,713 ,690 572 ,668 ,657

Saghkh n=14

r -,440 ,279 ,000 -,612° ,057 -667" | -229 -,130
P ,115 ,333 1,000 ,020 ,846 ,009 ,431 ,658
e Tim analizler Spearman Korelasyon Testi ile yapilmustir. ** p<0,01; *p<0,05

e Mon/ VDR % :VDR eksprese eden monosit yiizdesi

e CD8+/VDR % :VDR ceksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi

e CD4+/ VDR % :VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

e  Mon VDR (MFI): Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari

e CDS8 VDR (MFI): CD8+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari

e (CD4 VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
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Rejeksiyon olan grubun 25(OH)D; diizeyine gore %26,6’s1 hafif eksiklik,
%66,6’s1 yetersiz, %6,6’s1 yeterli diizeyde gelmistir. Rejeksiyon olmayan grupta
%21,42°s1 hafif eksiklik, %64,2’si yetersiz, %14,2’si yeterli diizeyde gelmistir. Normal
sagliklt grupta ise %28,6 hafif eksiklik, %50’si yetersiz, %21,4’i yeterli diizeyde

gelmistir.

Gruplara gore D vit degerleri dagilimi

<5 m5-15 m16-30 m>30

dila

Rejeksiyon olan Rejeksiyon olmayan Saghkh normal

Sekil 4.1. 25(0OH)Ds degerlerinin gruplara gére dagilima.
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8- VDR cekprese eden CD8+, CD4+ lenfosit ve monositler yiizde degerleri ile
belirli sayisal degiskenler arasindaki iliskiler incelenmistir. CD8+/VDR% degeri, BMI
ile negatif yonde, verici yasi ile pozitif yonde iliskili bulunmustur (p<0,05).
CD4+/VDR% degeri de BMI degeri ile negatif yonlii anlamli bir iliskiye sahiptir
(p<0,05). Mon/VDR% degeri ise transplantasyon siiresi ile pozitif yonlii anlamli bir
iligkiye sahiptir (p<0,05).

Tablo 4.8. VDR yiizdeleri ile belirli 6l¢iimler arasindaki iligkiler.

CD8+/ | CD4+ND | Mon/V Ya BMI Tx Tx Diyaliz Missmatch Verici
VDR% R% DR%: s Yasi | Siresi siire sayisl yasl
CD8+/VD
R%: ,956" 332" | -128 | -,330" | -142 ,202 -179 -,169 447
r
p ,000 ,030 412 | 1,030 462 ,294 464 441 ,015
n 43 43 43 43 29 29 19 23 29
CD4+/VD
R%: ,383" | -167 | -,397" | -198 ,180 141 -,081 ,352
r
p . ,011 ,286 | ,008 ,303 ,350 ,565 712 ,061
n 43 43 43 29 29 19 23 29
Mon/VDR
% ,065 | -106 | -,098 ,384° -,068 114 ,091
r
p 728 | 498 612 ,040 783 ,605 ,639
n 43 43 29 29 19 23 29

Mon / VDR % : VDR eksprese eden monosit ylizdesi

CD8+/ VDR % : VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi

CD4+/ VDR % :VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

Mon VDR (MFI): Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktart

CD8 VDR (MFI): CD8+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktar1
CD4VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktari
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9- VDR ekprese eden CD8+, CD4+ lenfosit ve monosit ylizde degerleri ile lab
degerleri arasindaki iliskilere bakildiginda hi¢cbir anlamli iliski bulunmamuistir (p>0,05).

Tablo 4.9. VDR ekprese eden CD8+, CD4+ lenfosit ve monosit yilizdeleri ile laboratuar
Olciimleri arasindaki iliskiler.

=2 SRS

=k & 3 : :

%2 £ E )

2 3 |8 3 g K

o o
CD8+/VD
R%: ,956" | ,332° | -125 | 177 | ,090 | -065 | ,019 | ,039 | ,018 | -,070 | -,091 | ,081
r
p ,000 | ,030 | 426 | ,257 | ,567 | ,679 | 905 | ,805 | ,910 | ,658 | ,564 | ,606
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
CD4+/VD
R%: ,383" | -,167 | ,156 | ,072 | -091 | ,029 | ,079 | ,073 | -,087 | -,086 | ,061
r
p ,011 284 | 316 | 647 | 561 | ,853 | 615 | 640 | ,579 | ,585 | ,695
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
Mon/VD
R%: -106 | ,056 | -,005 | ,168 | ,201 | -234 | ,229 | -,069 | -,174 | ,033
r
p ,500 | ,719 | 976 | 282 | 197 | 130 | ,140 | ,659 | ,264 | ,834
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43

Mon / VDR % : VDR eksprese eden monosit yiizdesi

CD8+/ VDR % : VDR cksprese eden CDS8+lenfosit yiizdesi

CD4+/ VDR % : VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

Mon VDR (MFI): Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari

CDS8 VDR (MFI): Belirlenen D vitamini reseptor miktari

CD4 VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
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10- CD8+ lenfositler, CD4+ lenfositler, monositlerde belirlenen D vitamini
reseptor miktart (MFI) degerleri ile belirli 6lglimler arasindaki iliskiler incelenmis ve
yalnizca Mon VDR (MFI) degeri ile tx siiresi arasinda pozitif yonlii anlaml bir iligki

bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.10. CD8+ lenfositler, CD4+ lenfositler, monositlerde belirlenen D vitamini
reseptor degerleri ile belirli 6l¢iimler arasindaki iligkiler.

£ 2 g
4 3 3
= s 2
CD8 VDR
(MF1)
’ 973" , 159" ,290 -,066 ,183 ,307 -,252 ,138 11
p ,000 ,000 ,059 673 ,343 ,106 ,298 ,531 ,568
n 43 43 43 43 29 29 19 23 29
CD4VDR
(MF1)
, ,120" ,289 -,050 ,161 317 -122 ,054 ,087
p ,000 ,061 ,749 434 ,093 ,620 ,808 ,654
n 43 43 43 29 29 19 23 29
Mon
VDR 113 053 029 373 204 124 128
(M FI) r ’ ) ) ’ il ’ ’
p 470 , 135 ,883 ,046 ,401 573 ,509
n 43 43 29 29 19 23 29

Mon/VDR%:VDR eksprese eden monosit yiizdesi

CD8+/VDR%:VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi
CD4+/VDR%:VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

Mon VDR(MFI) Monositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktari
CD8 VDR(MFI)CDS8+lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
CD4VDR(MFI)CD4+lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
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11- CD8 VDR (MFI) degerleri BUN, kreatinin ve PTH ile pozitif yonlii, GFR ve
albumin ile negatif yonlii anlaml iliskiye sahiptir (p<0,05). CD4 VDR (MFI) degeri de
tamamen ayni degiskenlerle benzer diizeyde ve yonde anlamli iliskilere sahiptir

(p<0,05).

Tablo 4.11. CD8+ lenfositler, CD4+ lenfositler, Monositlerde belirlenen D vitamini
reseptor degerleri ile laboratuvar dl¢timleri arasindaki iliskiler.

T = s E
@ = =

= L S = =
DDC % o h] )
— ©

> -~ x x

CD8
VDR . . " " - - "
(MFI) 973" | ;759" | -,068 | -260 | ,051 | ,559" | ,600 | -,587" | -040 | -103 | -593" | ,416
r
p ,000 | ,000 | 665 | ,092 | ,747 | ,000 | ,000 ,000 | ,798 | 512 | ,000 | ,006
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
CD4Vv
DR " " " " " "
(MFI) 720" | -127 | -277 | ,065 | ,566 | ,608~ | -,604" | -074 | -098 | -590" | ,419
R
p ,000 | 417 | ,072 | ,679 | ,000 | ,000 ,000 | 638 | ,533 | ,000 | ,005
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
Mon
VDR ) )
(MFI) -103 | ,024 | -007 | 188 | ,290 | -312" | 176 | -206 | -326" | ,146
r
p 511 | 877 | 964 | 227 | ,059 ,042 | 260 | 186 | ,033 | ,349
n 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43

e  Mon/VDR%: VDR eksprese eden monosit yiizdesi

e CD8+/VDR%: VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi

e CD4+/VDR%: VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

e Mon VDR (MFI) Monositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktart

e CDS8 VDR (MFI) CD8+lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptér miktari

e CD4VDR (MFI)CD4+lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
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12- D vitamini reseptdrlerinin belirli gruplar arasindaki farklari incelenmistir.
Cinsiyet, akrabalik derecesi, diyaliz tipi ve tx tipi gruplar1 arasinda reseptor degerlerine
gore fark bulunmamistir (p>0,05). Siklosporin A ilact kullanan hastalarin CD4+/VDR%
degeri takrolimus ilac1 kullananlardan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Izlem sirasinda akut rejeksiyon goriilen hastalarda ise CD8 VDR (MFI) ve CD4 VDR

(MFI) degerleri anlamli olarak ytiksek bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.12. VDR degerlerinin belirli gruplar arasindaki farklar1.

CD8+/VDR%

CD8 VDR(MFI)

CD4+/VDR%

CD4VDR (MFI)

Mon/VDR%

Mon VDR(MFI)

X SS X SS X SS X SS X SS X SS
Kadin 67,61 11,66 | 809,68 | 292,08 | 68,40 | 10,85 | 870,91 | 346,67 | 23,55 | 21,56 840,36 | 644,18
Cinsiyet
Erkek 65,42 18,10 | 786,43 | 230,79 | 66,84 | 1542 | 82576 | 244,46 | 14,89 19,58 662,76 | 688,44
p 0,990 0,716 0,903 0,706 ,103 0,159
1. Derece | 72,48 8,30 | 944,07 | 317,85 | 72,91 7,29 | 102187 | 367,83 | 26,08 19,87 | 106540 | 759,55
Akraba
4. Derece | 62,72 | 20,18 | 845,07 | 193,64 | 6579 | 16,97 | 88536 | 218,84 | 18,71 18,02 819,64 | 677,62
p 0,221 0,318 0,165 0,485 ,306 0,367
Preemptif | 71,45 849 | 860,80 | 219,85 | 71,10 8,32 923,60 | 25496 | 21,97 | 22,40 993,60 | 734,21
Diyaliz
Diyaliz 65,83 18,40 | 914,95 | 290,46 | 68,61 15,26 | 973,00 | 337,53 | 22,82 17,67 922,11 | 730,23
p 0,566 0,680 0,963 0,963 912 0,804
i Takrolimus | 64,48 | 17,21 | 882,19 | 286,81 | 66,46 | 14,05 | 94229 | 33467 | 1804 | 1834 | 821,19 | 714,91
llag
Siklosporin | 76,41 537 | 93325 | 211,31 | 77,36 5,58 991,87 | 238,28 | 34,29 16,40 | 1276,38 | 661,29
p 0,028 0,306 0,026* 0,435 0,036* 0,079
Canli 68,10 15,72 | 899,13 | 274,95 | 69,80 | 10,74 | 951,25 | 322,53 | 22,46 18,38 951,87 | 665,98
Tx tipi
Kadavra 66,18 17,68 | 882,60 | 241,37 | 67,88 | 23,39 | 978,60 | 252,97 | 22,82 | 24,34 922,20 | 1034,23
p 0,999 0,954 0,507 0,644 ,954 0,603
Yok 67,10 | 1652 | 849,71 | 249,81 | 6880 | 1364 | 901,67 | 202,14 | 2050 | 1944 | 864,88 | 718,41
Akut rej 11198
Var 71,00 12,35 0 T | 24274 | 7266 | 11,39 | 1216,60 | 263,79 | 32,22 14,83 | 1339,80 | 647,93
p 05583 0,028* 0525 0,021* 0,149 0,119
e  Mon/VDR%: VDR eksprese eden monosit yiizdesi
e CD8+/VDR%: VDR eksprese eden CD8+lenfosit yiizdesi
e CD4+/VDR%: VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi
e Mon VDR (MFI) Monositlerde belirlenen D vitamini reseptdr miktart
e CDS8 VDR (MFI) CD8+lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptér miktari
e CD4VDR (MFI) CD4+lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
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13- 25(0OH)D; diizeyi ve 1,25(0OH),Ds; diizeyi ile VDR degerleri arasindaki

iligkiler korelasyon testi ile analiz edilmistir. Sonuglara gore tiim gruplarda yalnizca

1,25(0OH)2D3 vitamini diizeyi ile Mon VDR (MFI) degeri arasinda negatif yonlii

anlamli bir iliski bulunmustur (p<0,05). Rejeke olan hastalarda 25(OH)Ds; vitamini

diizeyi ile VDR degerleri arasindaki anlamli bir iligki goriilmezken, 1,25(OH),D;
vitamini diizeyi ile CD8 VDR (MFI), CD4 VDR (MFI) ve Mon/VDR%, Mon VDR

(MFI) degerleri arasinda negatif yonli kuvvetli iligkiler saptanmistir (p<0,05).
Rejeksiyon olan ve saglikli hastalarda 25(OH)D; diizeyi ve 1,25(OH),D; diizeyi ile

VDR degerleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0,05).

Tablo 4.13. 25(OH)Ds diizeyi ve 1,25(0OH),D; diizeyi ile VDR degerleri arasindaki

iliskiler.

Tiim gruplar n=43

1,25(0H) CD8+/VD CD8 VDR ‘ CD4+/VD ‘ CD4VDR ‘ Mon/V ‘ Mon VDR
2D3 R% (MF1) R% (MF1) DR% (MFI)
25 (OH) D3 r -,030 -,226 -152 -,238 -131 -,029 -,200
p ,846 145 ,332 125 ,404 ,853 ,199
1,25 (OH) 2D3 r ,011 -104 -,035 -,075 -,281 -,340
p ,942 ,509 823 635 ,068 ,026
Rejeksiyon olan n=15
25 (OH) D3 r ,146 -,079 -,293 .21 -,282 -,071 -,057
p ,603 ,780 ,289 451 ,308 ,800 ,840
1,25 (OH) 2D3 r -133 -,700 -,261 -,671" , 85; 4 -,786"
p ,638 ,004 ,348 ,006 ,000 ,001
Rejeksiyon olmayan n=14
25 (OH) D3 r ,037 -512 -125 -407 -125 -,253 -,389
p ,899 ,061 670 ,149 670 ,383 ,169
1,25 (OH) 2D3 r ,266 ,169 ,125 ,226 077 -,042
p ,358 ,563 670 ,436 ,794 ,887
Saghkh n=14
25 (OH) D3 r -,284 -011 ,231 -,099 ,349 ,098 -130
p ,326 ,970 427 137 221 ,739 ,659
1,25 (OH) 2D3 r -130 -,385 -,051 -,380 -,160 -,464
p ,659 A75 ,864 ,180 ,585 ,095
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Mon / VDR % : VDR eksprese eden monosit yiizdesi

CD8+/ VDR % : VDR cksprese eden CDS8+lenfosit ylizdesi

CD4+/ VDR % : VDR eksprese eden CD4+lenfosit yiizdesi

Mon VDR (MFI): Monositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari

CD8 VDR (MFI): CD8&+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari
CD4VDR (MFI): CD4+ lenfositlerde belirlenen D vitamini reseptor miktari



Rejeksiyon olan hastalarin renal biyopsileri incelendiginde 1 hasta transplant
glomerulopatisi, 2 hasta kronik aktif T hiicre aracili rejeksiyon, 3 hasta kronik aktif
antikor aracili rejeksiyon, 9 hasta interstiyel fibrosiz ve tiibiiler atrofi ile uyumlu

gelmistir.
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5. TARTISMA

Bu arastirmada renal transplant alicist hastalarda, yiiksek oranda 25(OH)D;
yetmezligi/eksikligi bulundu. 25(OH)Ds diizeyleri, arastirma grubunu olusturan renal
transplant alicis1 hastalarm yalnizca 3’tinde (9%10.3) yeterli diizeyde idi. %24,2 hastada
hafif diizeyde eksiklik, %65,5 hastada ise yetmezlik bulundu. Bu aragtirmanin sonuglari,
yetigkin transplantasyon alicilarinda %85’lere ulasan yiiksek oranlarda D vitamini
eksikligi oldugunu gosteren daha Onceden yapilmis olan arastrma sonuclar: ile
uyumludur (86).

Renal transplantasyon alicilarinda D vitamini eksikliginin baslica nedenleri;
diyaliz ve transplantasyon sonrasinda yetersiz D vitamini destegi almalari, cilt
kanserinden korunmak i¢in transplantasyon sonrasi giinese maruziyetin kisitlanmasi,
immunsupresif ilaglardan dolay1 25(OH)D; katabolizmasinin  artmasi  (87)
transplantasyon sonras1 donemde devam eden persistan FGF23 hipersekresyonu, renal
tubiiler asidoz ve renal fonksiyon kaybidir (88).

KBH’da VDR’yi1 regiile eden genlerin transkripsiyonunda ve dokularmm VDR
ekspresyonunda bozulma oldugu i¢in D vitamini direnci goriilmektedir. Uremik plazma
1-alfa hidroksilaz enziminin baskilar ve VDR’leri bloke eder. Bunlarin sonucu olarak
VDR’nin D vitaminine duyarliligi azalir (130).

Ayrica KBH’nin erken donemlerinde yiikselen FGF23 etkisi ile 1-alfa hidroksilaz
enziminin baskilanmasi da aktif D vitamini sentezini bloke etmektedir (131). Bir ¢ok
renal transplantasyon hastasinda GFH ve proksimal tubiil fonksiyonlar1 degismistir.
25(OH)Ds’iin 1,25(0OH),;Ds’e doniistimii proksimal tubiilde oldugu i¢in D vitamini
ithtiyact artmistir.

Tim bu nedenlere bagli olarak transplantasyon sonrast D vitamini ihtiyaci
yiiksektir. Ancak bu hastalarda malignite oran1 normal topluma gore ¢ok yiiksek oldugu
icin, bu ihtiya¢ ciltten gilineslenme yolu ile karsilanamamakta ve disaridan
desteklenmesi gerekmektedir.

Gilincel KDIGO rehberi renal transplant alicilarinmm, kemik ve mineral
metabolizma bozukluklar1 agisindan transplantasyon yapilmayan KBH hastalar1 gibi
degerlendirilmesini ve tedavi edilmesini Onermektedir (132). Bu bilgilere ragmen
transplantasyon yapilan hastalar bazi endiseler nedeni ile genelde D vitamini destegi

almamaktadir. Onceki yillarda bu hastalarda D vitamini tedavisinin hiperkalsiiiri veya
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hiperfosfatemiye neden olabilecegi diisiiniilmekteydi. Ayrica bu hastalarda yiiksek
25(0OH)D; diizeylerinin serum PTH seviyelerini azalttigini gdsteren kanitlar da son
yillara gelinceye kadar da yoktu. Courbebaisse ve arkadaslar1 tarafindan yetiskinlerde
yapilan ve 2009 yilinda yayinlanan bir arastrma bu iki soruya yanit vermistir.
Courbebaisse ve arkadaslar1 transplantasyon yapilan yetigkin hastalarda, kolekalsiferol
tedavisinin 25(OH)D;, PTH ve kalsiyum-fosfor dengesine etkilerini degerlendirmek
amaci ile D vitamini eksikligi olan hastalar1 transplantasyondan 3 ay sonra iki gruba
ayirmiglar. Grup I’de bulunan 47 hastaya D vitamini tedavisi baslanmis ve 4. 6. ve 12.
aylarda 25(OH)Ds;, PTH, kalsiyum, fosfor ve idrar kalsiyum/kreatinin oranlari
degerlendirilmig. D vitamini tedavi dozu olarak ilk 2 ay 2 hafta ara ile 100.000 TU
kolekalsiferol (=6600 1U/giin) (yogun faz), daha sonra her ay 100.000 IU kolekalsiferol
(idame fazi) uygulanmis. Bu doz ile hastalarin biiyiik cogunlugunda 6. ve 12. aylarda
25(OH)D; >30 ng/ml bulunmus. PTH seviyeleri diismiis ve kalsiyum, fosfor
konsantrasyonu tlizerinde her hangi bir olumsuz etki gézlenmemistir. Fakat bu caligmada
arastirmanin ikinci kismmda idame D vitamini tedavisi verildigi donemde, kontrol
grubuna gore yiikksek olmasina ragmen hastalarin 25(OH)D; diizeyleri tekrar azaldigi
goriilmiistiir. Bu arastirmacilar transplantasyon yapilan hastalara aylik 100.000 1IU D
vitamini tedavisi onermektedirler (131).

Wals ve arkadaslar1 renal transplantasyon alicilaria 800 IU diisiik doz D vitamini
vermigler, ancak bunun 25(OH)Dj; seviyelerini hemen hemen hi¢ yiikseltmedigini
gormiislerdir (133).

Wissing ve arkadaslar1 ise renal transplantasyon alicilarma 25.000 U/ay D
vitamini tedavisi vermigler, ancak benzer sekilde D vitamini diizeylerinin
diizeltilemedigini saptamiglardir (134). Bu veriler renal transplantasyon alicilarinda D
vitamini ihtiyacinin rehberler tarafindan Onerilen miktardan daha fazla olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu arastirmada rejeksiyon olan ve olmayan grup 25(OH)Ds diizeyi, 1,25(OH),D;
diizeyi ile immiin hiicrelerdeki (lenfosit ve monositlerdeki) VDR degerleri agisindan
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamastir.

Tim hastalarin dahil edildigi grupta GFR 6l¢iimiiniin CD8 VDR (MFI) (Hiicrede
belirlenen D vitamini reseptor miktar1), CD4 VDR (MFI), Mon VDR (MFI) negatif
yonlii anlaml bir iligki tespit edilmistir. Rejeksiyon olan hastalarda ise CD8+/VDR% ve
CD4+/ VDR% degerleri ile GFR’nin pozitif yonlii iyi derecede iliskisi bulunmustur.
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Allogreft rejeksiyona giden efektor yolaklarda olaya dahil olan birden ¢ok hiicre
tipt ve mekanizma vardir. CD8+ T hiicresi ve allogreft arasindaki etkilesimin en son
noktasi hedef hiicrelerin apoptozudur. Antijenin ASH tarafindan sunulmasindan sonra T
lenfositler aktif hale gelir, prolifere olur ve karakteristik sitokin profillerine sahip alt
tiplerine diferansiye olur. Thl hiicreleri selliiler immiin yanit1 tetikler ve Th2 hiicreleri
humoral immiin yanit1 lretir. Treg hiicreleri rejeksiyon yanitini smirlayabilir. Thl7
hiicreleri glukokortikoide direncli rejeksiyona aracilik edebilir (43). Aktif D vitaminin
dentritik hiicrelerin olgunlasmasinin baskilanmasi ve boylece CD4+ hiicrelerine antijen
sunumunun azalmasi, CD4+ hiicrelerinin Thl ve Thl7 hiicrelerine diferansiayon ve
proliferasyonunun inhibisyonu ve Th2 ve Treg hiicrelerinin liretiminin artmasi yolu ile
olmaktadir. CD8+ hiicrelerde VDR fazla miktarda bulunur. Bu durum CD8+ hiicrelerin
kalsitriol i¢in potansiyel bir hedef oldugunu diisiindiiriir. CD8+ hiicreler CD4+
hiicrelerin aksine kalsitriole kars1 diisiik antiproliferatif yanit gosterirler (110). Sonraki
calismalar kalsitrioliin CD8+ hiicrelerinde aktif olarak sitokin iiretimini diizenledigini
gostermistir. Ayni  zamanda kalsitriolin CD8+ hiicrelerinin  proliferasyonunu
diizenledigi anlasilmistir (111).

Renal transplantasyon alicist hastalarda D vitamini diizeyi ile greft fonksiyonlar1
arasindaki iligkiyi irdeleyen sonuglar1 birbirinden farkli olan arastirmalar
bulunmaktadir. Bugiine kadar yapilmis olan bazi arastrmalarda D vitamini alan
hastalarda GFH nin daha iyi oldugunu gosteren sonuglar elde edilmistir (120).

Akut ve kronik allogreft rejeksiyonlarinda D vitamininin rolii bir ¢ok arastirma ile
gosterilmistir. Tanact ve arkadaslar1 osteoporotik renal transplant alicilarinda kalsitriol
tedavisi sonras1 daha az rejeksiyon goriildiiglinii saptamislardir (135). O’Herrin ve
arkadaslar1 kalsitriol tedavisinin greft fonksiyonlarmi olumlu etkiledigini bulmuslardir
(126). Sezer ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada transplantasyon Oncesi
donemde D vitamini diisliik olan hastalarin birinci yil sonunda kreatinin ve proteiniiri
seviyelerinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (136). Uyar ve arkadaslar1 tarafindan
transplantasyon sonras1 donemde osteoporoz tanisi ile kalsitriol tedavisi alan 59 hasta
ile tedavi almayan 52 hastanin 3 yillik verileri retrospektif olarak degerlendirilmis ve
kalsitriol tedavisi alan hastalar ile almayan hastalarin birinci yilda PTH ve kreatinin
diizeyleri arasinda fark yokken, iiglincii yilda kalsitriol tedavisi alanlarda kreatinin ve

PTH anlamli olarak diisiik oldugu goriilmiistiir (137).
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Bunlardan farkli olarak Wesseling-Perry ve arkadaglar1 tarafindan stabil greft
fonksiyonu olan 68 cocuk hastada yapilan arastirmada 25(OH)D; diizeyi ile 2 yillik
greft fonksiyonu arasinda bir iliski saptanmamustir (138).

Bu arastirmada renal transplante olan grupta immiin hiicrelerdeki VDR miktarlar1
ve VDR eksprese eden monosit yiizdesi saglikli gruptan daha yiiksek bulunmustur.
Rejeksiyon olan grup saglikli grup ile karsilastirildiginda CD8 VDR (MFI), CD4 VDR
(MFI) Mon VDR (MFI) daha yiiksek iken, rejeksiyon olmayan grupta ise CD8 VDR
(MFI), CD4 VDR (MFI) daha yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ immiin sistemden ayr1 bir
sekilde D vitamini eksikligini kompanse etme seklinde de ortaya ¢ikmis olabilir. Yani
ortamda bulunan D vitaminini maksimum etki ile kullanabilmek i¢in reseptdr sayisi
artmis olabilir. VDR sayis1 rejeke olan grupta olmayan gruba gore daha fazlaydi ama bu
istatistiksel olarak anlamli degildi. KBH’da VDR’yi regiile eden genlerin
transkripsiyonunda ve dokularin VDR ekspresyonunda bozulma oldugu i¢in D vitamini
direnci goriilmektedir. Uremik plazma 1-alfa hidroksilaz enziminin baskilar ve
VDR’leri bloke eder. Bunlarin sonucu olarak VDR’nin D vitaminine duyarlilig1 azalir
(130). Ayrica KBH’nin erken donemlerinde yiikselen FGF23 etkisi ile 1 alfa hidroksilaz
enziminin baskilanmasi da aktif D vitamini sentezini bloke etmektedir (131). Rejeke
olan grupta VDR’nin D vitaminine duyarlilif1 azaldigi i¢in reseptor sayisi artmis
olabilir. Ama rejeke olmayan grupta da normal saghkli gruba gére VDR sayis1 daha
fazlaydi. O zaman sOyle bir sey akillara geliyor bu sonu¢ immunsupresif ilaglarin bir
etkisi olarak da ortaya ¢ikmis olabilir. iImmiin sistemin baskilayic1 etkilerine tepki
olarak immiin aktivasyonu devam ettirmek amaciyla VDR’lerin sayis1 artirilarak D
vitamini daha etkin kullanilmaya calisiliyor da olabilir. Acaba VDR belli bir degeri
astiginda immiin aktivasyon bashiyor ve greft reddi mi basliyor sorusu da akillara
geliyor. Immiin hiicrelerdeki VDR transplantasyonda istenmeyen bir durum mu? Belki
de VDR’lerin baskilanmasi1 gerekiyor.

Bu ¢alismadan farkl olarak Lee.C ve arkadaslarimin bobrek nakli olmus hayvanlar
iizerinde yaptig1 ¢alismanin sonucunda kalsindrin inhibitorleri kullananlarda VDR ’lerin
suprese oldugu gortlmiistiir (139). Grenet ve arkadaslarmin bobrek nakli olmus ratlarda
siklosporin A ve D vitamini aktivasyon yolu arasindaki iligki arastirilmis. Sonucunda
siklosporin A kullanan ratlarda kalsiyum baglayici protein olan kalbindin ve VDR ’nin

azaldig1 goriilmiistiir (140).
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Bu calismada siklosporin A kullanan hastalarin CD4+/VDR% (VDR eksprese
eden CD4+ lenfosit yiizdesi) degeri takrolimus ilaci kullananlardan anlamli olarak
yiiksek bulunmustur ama VDR miktarlar1 arasinda bir fark yoktur.

Kalsinorin inhibitorleri (CNI), siklosporin A ve takrolimus, ¢ogu bobrek nakli i¢cin
immiinsupresyon tedavisinin temelini olusturur. Ana etki olarak T helper iizerine etki
eder. IL-2 sitokin yapimimi kontrol eden genler iizerinden, sitokin yapimini suprese
eder. Siklosporin A, siklofilin denilen spesifik T hiicre yiizey reseptorlerine baglanir ve
hiicre i¢ine girerek aktive olur. Hiicre i¢i kalsiyum kullanimimni bloke ederek, niikleer
faktorlerce 1L-2 yapim ve sekresyonunu inhibe eder. Boylece diger T hiicrelerinin
olgunlasmasini, aktivasyonunu ve hiicre yiizeylerinde IL-2 reseptér ekspresyonunu
durdurur. Bu inhibisyon, antijene cevap olarak olusan kalsiyum kullanimini gerektiren
T hiicre aktivasyonu ve kaskatin olusumunu smirh bir diizeyde birakir. Yine CD4+
hiicrelerinden sitokin salinimmi engeller ve bdylece sitotoksik T hiicre Onciillerinin
olusumu ve proliferasyonu baskilanir. Takrolimus, temel olarak kalsindrin inhibisyonu
yoluyla immiinsupresif etki gosteren bir makroliddir. Kalsinorin fosfataz inhibitorii olan
takrolimus, T lenfosit aktivasyonu ve lenfokin gen transkripsiyon blokeri, IL-2 sentez
inhibitoriidiir. Temel olarak, hiicresel immiinite sistemini bloke eder (141). Neden
siklosporin A kullananlarda boyle bir sonu¢ ciktig1 net olarak anlagilamamistir. Bu
konuda daha ileri diizey ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Transplantasyon sonrast idame immunsupresif tedavi protokolleri steroid
icermektedir. Steroid tedavisinin 25(OH)D;’lin plazma yarilanma 6mriinii azalttig1 ve
aktif D vitamini metabolitlerinin diizeyini diisiirdiigli de uzun yillardir bilinmektedir
(142).

Bu aragtirmada tiim hastalarin dahil edildigi grupta CD8 VDR (MFI), CD4 VDR
(MFI) ile BUN, kreatinin, PTH ile pozitif yonlii, GFR ve albumin ile negatif yonlii
iligkisi bulunmustur. Mon VDR (MFI) ile 1,25(OH),Ds negatif bir iligki, tx siiresi
arasinda pozitif bir iliski kurulmustur.

Mon VDR (MFI) ile CD8 VDR (MFI), CD4 VDR (MFI) farkli degiskenlerden
etkilenmektedir. Immiin hiicrelerdeki VDR miktari ile 25(OH)D; diizeyi, 1,25(OH),D;
diizeyi ile arasinda iliski bulunamadi. Sadece rejeke olan grupta hem CD8 VDR (MFI),
CD4 VDR (MFI), hem de Mon VDR (MFI) ile 1,25(OH),Ds diizeyi negatif yonlii

kuvvetli bir iliski bulunmustur.
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VDR ekspresyonunun diizenlenme mekanizmasi 1yi bilinmemekle birlikte, bu
mekanizma kalsitriol sentezi ve kalsitriol metabolizmasina baghdir. VDR
ekspresyonunun diizenlenmesinin hiicre tipine 6zel oldugu ve hem transkripsiyonal,
hem de transkripsiyon sonrasi mekanizmalar1 i¢erdigi farkli hiicre tiirlerinde yapilan
calismalarla gosterilmistir (100,103). Serum kalsiyum ve fosfat seviyelerindeki
degisiklikler hedef dokudaki VDR ekspresyonunda farkliliklara neden olur (71,74).
Bunun yaninda, PTH, VDR ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alir (77).

Tiim hastalarin dahil edildigi grupta CD8 +/'VDR% ve CD4 +/VDR%’le BMI ile
negatif yonde iliski bulunmustur. CD8+/VDR% ile transplante olunan yas ile arasinda
pozitif 1iligki bulunmustur. Rejeksiyon olan hastalarda ise CD8+/VDR% ve
CD4+/VDR% degerleri ile GFR’nin pozitif yonlii iy1 derecede iligkisi bulunmustur.
Mon/VDR% ile tx siiresi arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. D vitamini yagda
eriyen bir vitamin oldugu icin yag dokuda sekestre olmaktadir. Wortsman ve
arkadaslarinin (142) yaptig1 bir calismada BMI ile 25 (OH)Ds diizeyleri arasinda ters
yonlii bir iliski oldugu saptanmakla birlikte, bizim ¢aliymamizda ise CD8+/VDR% ve
CD4+/VDR%’le BMI ile negatif yonde iliski bulunmustur.

Mevcut bulgular D vitamini eksikliginin ciddiye alinmasi gereken sonuglar ortaya
cikarabilecek oOnemli bir sorun oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle renal
transplantasyon alicilarinda randomize kontrollii caligmalarla D vitamini desteginin
immiin fonksiyonlar, kemik metabolizmasi ve uzun donem greft fonksiyonlar1 iizerine

olan etkisi degerlendirilmelidir.
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6. SONUCLAR

1-

25(OH)Ds diizeyleri, arastirma grubunu olusturan renal transplant alicisi
hastalarin yalnizca 3’tinde (%10.3) yeterli diizeyde idi. %24,2 hastada hafif
diizeyde eksiklik, %65,5 hastada ise yetmezlik bulundu.

Transplantasyon olan ve saglikli grup 25(OH)Ds diizeyi, 1,25(OH),Ds diizeyi
ile VDR degerleri acisindan karsilastirildiginda immiin hiicrelerdeki VDR
miktarlar1 [CD8 VDR(MFI), CD4VDR (MFI), Mon VDR (MFI)] ve
Mon/VDR% degerleri transplantasyon olan hastalarda daha yiiksek

bulunmustur.

Siklosporin A ilaci kullanan hastalarin CD4+/VDR% degeri takrolimus ilact

kullananlardan anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Tim hastalarin dahil edildigi grupta Mon VDR (MFI) ile CD8 VDR (MFI),
CD4 VDR (MF]) farkli degiskenlerden etkilenmektedir.
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7. OZET

Bobrek Nakli Ahcillarinda Kronik Rejeksiyon Gelisiminde D Vitamini ve

D Vitamini Reseptor Diizeyinin Rolii

Renal fonksiyon ve yapinin korunmasinda D vitamininin de rolii olabilecegini
diisiindiiren deneysel caligmalar bulunmaktadir. Bu aragtirmanin amaci renal transplant
alicilarinda kronik rejeksiyon gelisiminde D vitamini ve D vitamini reseptor diizeyleri
ile greft fonksiyonu arasindaki iliskiyi degerlendirmektir.

Klinigimizde 2013-2014 tarihleri arasinda organ nakli poliklinigine kontrole gelen
transplantasyon sonrasinda gegen siire 6 aydan uzun olan, greft fonksiyonlar1 stabil olan
14 hasta, greft fonksiyonlar1 stabil olmayan ve renal biyopsi yapilip sonucu kronik
rejeksiyon ile uyumlu gelen 15 hasta, ek hastaligi olmayan ve D vitamini ve
analoglarmi1 kullanmayan saglikli 14 hastanin BUN, serum kreatinin, albumin,
kalstyum,  fosfor, = PTH, 25  Hidroksikolekalsiferol  (25(OH)D3), 1,25
Dihidroksikolekalsiferol (1,25(OH),Ds) diizeyleri ile monosit, CD8+ ve CD4+ T
lenfositlerdeki VDR diizeyleri agisindan degerlendirildi.

Calismaya alnan 43 hasta normal saglhkli grup, bobrek nakli olup, kronik
rejeksiyon gelismeyen greft fonksiyonlar1 stabil olan grup ve bobrek nakli olup greft
fonksiyonlar1 kotii gidince renal biyopsi olan ve biyopsi sonucu kronik rejeksiyon ile
uyumlu gelen grup olarak ilice ayrildi. Gruplar arasinda demografik degiskenlerden
cinsiyet, yas ve BMI degerlerine gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamustir.

Rejeksiyon olan ve olmayan grup 25(OH)D; diizeyi, 1,25(0OH),D; diizeyi ile
immiin hiicrelerdeki (lenfosit ve monositler)VDR degerleri agisindan karsilastirildiginda
anlamli bir fark bulunmamastir.

Transplantasyon olan grup ile saglikli grup 25(OH)Ds diizeyi, 1,25(OH),D; diizeyi
ve VDR degerleri agisindan karsilastirildiginda immiin hiicrelerdeki VDR miktarlari
[CDS8 VDR (MFI), CD4 VDR (MFI), Mon VDR (MFI)] ve Mon/VDR% degerleri
transplantasyon olan hastalarda daha yiiksek bulunmustur.

Arastirma sonuclar1 renal transplant alicilarinda daha yiiksek VDR diizeyleri
oldugunu gostermistir. Bunun nedeni immunsupresif ilaglarin immun sistemi baskilayici
etkilerine tepki olarak immun aktivasyonu devam ettirmek amaciyla VDR’lerin sayisi

artiritlip D vitaminin daha etkin kullanilmaya ¢alisildigini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kronik rejeksiyon, vitamin D, vitamin D reseptorii, bobrek nakli.
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8. ABSTRACT

The Role of Vitamin D and the Vitamin D Receptor Levels in Development of

Chronic Rejection in Kidney Transplant Recipients

Some experimental studies showed that vitamin D may have a role in the
maintenance of normal kidney structure and function. The aim of this study is to assess
whether serum vitamin D and vitamin D receptors concentrations are related with graft
function in chronic allograft rejection or not.

The patients with renal transplant recipients who had an outpatient visit between
2013 and 2014 were evaluated. Renal transplant patients divided two groups according
to their renal graft function. First group was 14 patients with stable graft function,
second group was 15 patients with unstable graft function and diagnosed as chronic
allograft rejection by renal biopsy. We also evaluated 14 healthy people as control
group who don’t use vitamin D analogues. The serum BUN, creatinine, albumin,
calcium, phosphorus, PTH, 25 hydroxyvitamin D (25(OH)Ds), 1,25-dihydroxyvitamin
D (1,25(0OH);D3) and levels of VDR in monocytes, CD8+ and CD4+ T lymphocyte
were analyzed.

There were not any statistically significant differences between three groups with
regard to demographic variables gender, age, and BMI values.

We didn’t find statistically significant differences between groups with stable graft
function and the group with chronic allograft rejection when we evaluated 25(OH)Ds
levels, 1,25(OH),D; levels and immune cells (lymphocytes and monocytes) in terms of
VDR value.

Transplantation group and healthy group were compared in terms of 25(OH)D;
levels, 1,25(OH) ,D; levels and VDR values. Transplantation group patients had higher
VDR (CD8 VDR (MFI), CD4 VDR (MFI), Mon VDR (MFI)]and Mon/VDR% levels in
immune cells.

Research findings suggest that renal transplant recipients have higher VDR levels.
These findings may be cause of a increased immune activation in response to

immunsupressive drugs to use vitamin D more effective.

Key words: Renal transplant, vitamin D, vitamin D receptors, chronic allograft rejection.
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