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1. GIRIS VE AMAC

Siklosporin (CsA) transplantasyon ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan immiinsupresif bir ajandir (1). CsA’nin 1980’lerin basinda
solid organ transplantasyonunda klinik kullanima girmesini takiben 1 yillik greft
yasam siiresi %50’lerden %80’lere yiikselmistir (2). Ancak CsA kullanimi ile
saglanan bu faydalara ragmen klinik kullanimda hem transplantasyonlu hastalarda
hem de diger grup hastalarda ¢ok sayida yan etkisi (nefrotoksisite, norotoksisite,
hepatotoksisite, hipertansiyon, dislipidemi, kozmetik sorunlar, malignensi ve
kardiyovaskiiler olaylarda artma) bildirilmistir. Bu yan etkiler i¢inde en onemlisi
kronik CsA nefrotoksisitesidir (3,4). Nanakivel ve ark’lar1 10 yildan uzun siire CsA
kullanan biitlin hastalarda kronik CsA nefrotoksisitesinin gelistigini gostermislerdir
(5). Kronik CsA nefrotoksisitesi bdbregin arteriol, tiiblilointertisyel doku ve
glomertillerinde olusan geri doniisiimsiiz histolojik hasarlanma ile iligkilidir. Klinikte
bu hasarlanma progresif renal disfonksiyon ile sonuglanmaktadir. Baz1 vakalar son
donem bobrek yetmezligine ilerleyebilmektedir. Bu toksisitede histopatolojik olarak
afferent arteriolopati, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yama tarzinda tubulointertisyel

fibrozis ve glomeriiler (fokal ve/veya global) sklerozis izlenmektedir (6).

Giliniimiizde heniiz bu komplikasyonun mekanizmas: tam olarak
anlagilamamistir. Buna karsin pek ¢ok olasi mekanizma one siiriilmiistiir. Bu konuda
yapilan hayvan modellerinde ¢ok sayida immiinolojik ve nonimmiinolojik
mekanizmalarin CsA ile iliskili kronik renal hasarlanmada rolii oldugu gosterilmistir
(3). Vazokonstriksiyon ve arteriolopati gelisimine bagli olusan kronik iskemi bu
mekanizmalar arasinda dnemli bir yer tutmaktadir. Kronik iskemi intertisyel fibrozis

ile birlikte glomeriilosklerozis olusumuna yol agmaktadir. Oksidatif stres artis1 kronik
1



nefrotoksisitede etkili olan bir bagka mekanizmadir. Artan oksidatif stres varligi renal
hiicre harabiyeti ve apopitozis yaparak klinikte renal disfonksiyon olugsmasina neden
olmaktadir (3,6,7). CsA’nin direkt etkisi ile artis gosteren Transforming Growth
Faktor-1 (TGF-B1) renal intertisyel fibrozis gelisiminde énemli bir rol oynar. CsA
hem hemodinamik hem de direkt etki ile Renin Anjiotensin Sistem (RAS)
aktivasyonuna da yol agmaktadir. RAS araciligiyla artan Anjiotensin II (Ang I)nin
hemodinamik etkileri ile birlikte fibrotik etkileri de kronik CsA nefrotoksisitesinde
etkili olur. Bu pleotropik etkiler arasinda aldesteron, TGF-B1 artis1, tiibiiler transporta
etkileri, proinflamatuar, profibrojenik ve Anjiotensin-I (AT-1) reseptorleri araciligiyla

olusan biiylime stiimiilator etkileri vardir (3,6-11).

Kronik nefrotoksisitede etkili bir diger faktor CsA araciligiyla olusan
kalsinérin enzim inhibisyonudur. Bu enzimin inhibisyonu apopitozis genlerinde
aktivasyona, hiicre 6liimiine, tiibiiler atrofi ve intertisyel fibrozise yol acar (3,6,9,12).
Tiibiiler hasarlanmay1 takiben periglomeriiler fibrozis olusumu da izlenir. CsA
kullanim tiibiiler fonksiyon degisikligine de yol agabilmektedir. Buna bagli olarak
cesitli elektrolitlerde (potasyum, kalsiyum, magnezyum vb) degisiklik goriilebilir
(3,6,7). Ayrica CsA araciligiyla iire tasinmasinda ve aquoporin sentezinde olusan

azalma, idrar konsantrasyon yeteneginde bozulmaya neden olabilir (3,13).

Kronik CsA nefrotoksisitesinin altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar
halen tam olarak acik degildir. Lokal renal faktorlerin roliiniin sistemik CsA
etkisinden daha fazla 6nemli olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu lokal faktorler
arasinda p glikoprotein, sitokrom p450 3A4 ve AS enzim ekspresyonu ve aktivitesi,

ileri bobrek yasi, tuz eksikligi, Non steroid antiinflamatuar (NSAI) kullanimi, TGF-



B1 ve Anjiotensin Converting Enzim (ACE) genlerini i¢eren gen polimorfizmi yer

almaktadir (6).

Kronik CsA nefropatisinin 6nlenmesinde CsA’nin  kesilmesi ve doz
azaltilmasinin yaninda farmakolojik ajanlar da one siiriilmektedir. Bu ajanlar arasinda
kalsiyum kanal blokorleri, RAS inhibitorleri, endotelin reseptor blokerleri, Nitrit oksit
(NO) prekiirsorleri gibi hemodinamik dengeye etki eden ajanlarin yani sira TGF-B1
antikorlari, statinler, vitamin E, rosiglitazon, spironolakton gibi antifibrotik ajanlarda
yer almaktadir Bu ajanlardan 6ne ¢ikan ikisi statinler ve 3 blokerlerdir. Son yillarda
yapilan caligmalar, bu iki ajanin asil kullanim amaglariin disinda; antioksidan,
antifibrotik ve antiinflamatuar etkinligini ortaya koymustur. Ancak halen CsA
nefrotoksisitesini Onlemede, statinler ve [ blokerlerle yapilmis yeterli calisma
bulunmamaktadir (6). Sonug¢ olarak; kronik CsA nefrotoksisitesi bobregin biitiin
kompartmanlarinda (glomertil, tiibiilointertisyel doku, arterioller) olusan geri
doniisiimsiiz histolojik hasarlanma ile iliskilidir. Yeni immiinsupresif ajanlara karsin
CsA halen hem transplant hem de nontransplant hastalarda major bir
immiinsupresiftir (3,6,7,14). Bu nedenle kronik CsA nefropatisinin progresyonunu
geciktirici farmakolojik yaklasimlarin tanimlanmasi CsA kullanimima bagli uzun

donem sonuglarini iyilestirmek i¢in gereklidir.

Bu calismada amacimiz, kronik CsA kullanimmin biyokimyasal ve
histopatolojik olarak bobrek fonksiyonlarmma, renal dokudaki serbest oksijen
radikallerine, antioksidan enzimlere, osteopontin ve NO diizeyleri iizerine olan
etkilerini arastirmak ve kronik CsA kullaniminda karvedilol ve atorvastatin

tedavilerinin ayr1 ayr1 ve birlikte bobrek fonksiyonlari {izerine, biyokimyasal ve



histopatolojik diizeyde koruyucu etkilerini degerlendirmek ve bu olast koruyucu
etkilerin serbest oksijen radikalleri, antioksidan enzimler, osteopontin ve NO

diizeyleri ile iliskisinin aragtirilmasidir.

GENEL BIiLGILER
SIKLOSPORIN

Tanim ve Metabolizmasi

CsA kalsindrin inhibitdr grubu immiinsupresif bir ajandir. 1980°li yillarin
basindan itibaren solid organ transplantasyonu basta olmak lizere pek ¢ok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir (3,6,7). CsA Tolypocladium Inflatum mantarindan
iretilen 11 aminoasitten olusan lipofilik yapida siklik bir polypeptiddir. Molekiil
agirhigr yaklasik 1202 daltondur (15,16). CsA’nin oral uygulama sonrasinda emilimi
degiskendir. Biyoyararlanimi ~ %20-50 arasinda  degismektedir. ilacin  kan
konsantrasyonu yaklasik 2-4 saat sonra pik yapmaktadir. CsA’nin gastrointestinal
sistemden emilimi en ¢ok terminal ileumda gerceklesmektedir. Gastrointestinal
emilim eslik eden yiyecek, ilag, diyabet varligi, irk, tiremi ve diyare varligindan
etkilenmektedir. CsA’nin oral formlarinin yani sira intravendz, oftalmik ve topikal

formlarida mevcuttur (3,15,16).

CsA plazmada %90’dan fazla oranda al-asid-glikoprotein, albumin, globulin,
lipoprotein benzeri proteinlere baglanmaktadir. CsA hiicre i¢ine diisiik dansiteli
lipoprotein reseptorii araciligiyla endositoz yoluyla girmektedir. Buna gore diisiik
dansiteli lipoprotein reseptor varligina gore karaciger, bobrek, yag dokusu, endokrin
bezler ve eritrositlerde birikim yapmaktadir. Buna karsin bagirsak ve beyin

hiicrelerinde ¢ok az bulunmaktadir. Insanlarda hastaligin tipine, kullanim siirelerine



ve uygulama yoluna gore degisim olmakla birlikte CsA’nin tedavi dozlar 5-25 mg/kg

arasinda degismektedir (3.6,7,15,16)

CsA esas olarak karaciger ve gastrointestinal sistemde sitokrom p450
(CYP450) (6zellikle CYP3A4, CYP3AS) enzim sistemi araciligiyla hidroksilasyon ve
demetilasyon yoluyla metabolize edilmektedir. Metabolizasyondan sonra metabolitler
safra yoluyla atilmaktadir Eliminasyon yarilanma 6mrii yaklasik yetiskinlerde 10-27
saat arasinda degisebilmekle birlikte ortalama 19 saattir. Otuz’un iizerinde farkl
metaboliti tanimlanmigtir. CsA’nin metabolitleri biiylik oranda safra ve gayta yoluyla

elimine edilmektedir. Metabolitler %5’den az oranda idrarda bulunmaktadirlar (3).

Ilac Etkilesimleri

CYP450 izoenzimlerini ve p glikoprotein gibi transporterlar: etkileyebilen
ilaglar CsA farmokokinetigini degistirebilmektedir. Buna gore ketakanozol,
flukanazol, klaritromisin, eritromisin, sertralin, fluvoxamin, verapamil, diltiazem,
alloptirinol, atorvastatin, simvastatin bu enzim sistemini inhibe ederek CsA seviyesini
artirmaktadir. Tam tersine rifampisin ve antikonviilzanlar gibi enzim sistemini
indiikleyicilerde CsA’nin metabolizmasini artirarak CsA seviyesini azaltmaktadir. P
glikoprotein CsA’nin intestinal hiicrelerden liimene gecisini saglayan bir
transporterdir. Digoksin bu protein diizeyinde inhibisyon yaparak CsA’nin serum

seviyesini artirabilmektedir (3,17-19)

Etki Mekanizmasi

CsA bir kalsindrin enzim inhibitéridiir. Kalsinorin enzimi, T hiicrelerine
antijen sunumundan sonra Interldkin-2 (IL-2) basta olmak {izere pek cok sitokinin
salmimminda rol oynayan sitoplazmik bir fosfatazdir. Bu enzimin inhibisyonu ile

birlikte T helper lenfositlerden ozellikle IL-2 olmak iizere Interlokin-3 (IL-3),
5



Interlokin-4 (IL-4), Tiimoér Nekrozis Faktor-a (TNF-o) gibi sitokinlerin salgis1 ve
tiretimi baskilanir. CsA bu etkiyi T helper lenfositlerin sitoplazmasinda bulunan
sitoplazmik reseptor proteini siklofiline baglanarak gergeklestirir. Siklofilin-
siklosporin kompleksi ise kalsindrin enziminin fosfatazik aktivitesini inibe eder. Bu
durum nuclear factor of activated T cell (NF-AT) gibi proteinlerin fosforlanmis bir
sekilde birikimine yol agar. NF-AT IL-2, IL-3, IL-4, TNF-a gibi sitokinlerin {iretim
ve transkripsiyonunu, T ve B lenfositlerin proliferasyon ve biiylimesini kontrol eden
diizenleyici bir proteindir. Kalsindrin enzim inhibisyonu nedeniyle ortamda biriken
NF-AT’in fosforlanmis hali ¢ekirdek igine giremez. Sonugta sitokin iiretimi ve
salimimmi baskilanmis olur. IL-2 {iretiminin engellenmesi T helper ve T sitotoksik
lenfositlerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu durdurur. CsA, B lenfositlerde
antikor yapimini ve makrofajlarin aktivasyonunu da Onler. Bdylece humoral ve
hiicresel immiin yanit engellenmis olur. CsA kemik iligindeki kok hiicreler, myeloid
ve eritroid hiicreler iizerine etki gostermez. Bu nedenle myelosupresyon yapmaz

(3,6,7,16,20).

SIKLOSPORININ KLINIK KULLANIMI

Solid Organ ve Kemik iligi Transplantasyonu

CsA ¢ dekadr asan siire boyunca basta bobrek olmak {izere kalp, karaciger,
akciger gibi solid organ transplantasyonunda; hasta greft yasam siirelerinde belirgin
olarak iyilesme saglamistir. Ayni1 zamanda CsA kemik iligi transplantasyonu
sonrasinda greft reddinin ve greft versus host hastaliginin 6nlenmesinde de

kullanilmaktadir (21,22).



Otoimmiin Hastalhklar

CsA nefrotik sendrom (steroid direngli veya steroid bagimli pek c¢ok
glomeriiler kaynakli hastaliklarda), romatoid artirit, psoriazis, atopik dermatit,
pyoderma gangrenosum, liken planus, otoimmiin biill6z hastaliklar, skleroderma gibi
dermatolojik hastaliklarda, {iveit, posterior blefarit, atopik keratokonjuktivit gibi goz
hastaliklarinda, otoimmiin hepatit, primer biliyer siroz gibi karaciger hastaliklarinda

kullanilmaktadir (23-26).

YAN ETKILER

CsA’nin en Onemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Bunun yani sira bir¢ok

sistemde zararli etkileri bulunmaktadir. Asagida bu etkiler agiklanmistir.

Metabolik Komplikasyonlar

Glukoz intoleransi, hiperlipidemi, hiperiirisemi 6nemli  metabolik
komplikasyonlardir. Bu metabolik komplikasyonlarin olusumunda etkili olan en
onemli faktdr CsA ile birlikte goriilen oksidatif stres varligidir. Oksidatif stres LDL
kolestroliin  oksidasyonunu artirarak daha aterojenik olmasina ve arteriyal
hipertansiyon gelisimine yol acabilir. Sonucta CsA’ya bagh gelisen glukoz
intoleransi, oksidatif stres olusumu, arteriyal hipertansiyon ve dislipidemi
kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite artisina yol acabilmektedir. Son donemlerde

CsA’nin osteporoz gelisiminde de etkili oldugu 6ne stirtilmiistiir (27,28).

Norolojik Komplikasyonlar

Daha ¢ok yasam kalitesinde bozulmaya yola agan tremor, bas agrisi gibi

komplikasyonlar izlenir.



Dis Eti Hiperplazisi ve Hirsutizim

Dis eti hiperplazisi, hirsutizimden daha sik izlenmektedir. Her iki
komplikasyon da kozmetik olarak ciddi sorun yaratmaktadir. Erkeklerde prolaktin
diizeyinde artisa bagli olarak olusabilen jinekomasti de bir diger kozmetik sorundur
(29).

Hepatotoksisite
Transaminazlarda ytlikselme ile karakterizedir. Tedavinin erken dénmelerinde

daha sik izlenmektedir (29).

Maligniteye Egilim

CsA’nin uzun donem kullanimi yarattigi immiinsupresif etki sonucunda
onkogenik virlislerin (EBV, CMV) cogalmasina, sebep olabilir. Bunun yani sira
malign doniisiimiinde tetikleyici olan protoonkogenlerin (transkriptif faktor EA2 ve
Pax-8 gib) ekspresyonunu artirabilir. Ayrica TGF-B1 iiretiminde olusan artis da
malignite gelisiminde rol oynayabilir (30).

Nefrotoksisite

CsA tedavisi ile akut renal disfonksiyon iliskisi ilk kez CsA’nin bobrek
transplantasyonunda kullanim1 sirasinda tanimlanmistir. Benzer sekilde renal
disfonksiyon CsA’nin  otoimmiin  hastaliklar, kemik iligi ve karaciger
transplantasyonunda kullanimi sirasinda da izlenmistir. Bu durum transplante bobrek
yaninda nativ bobreginde CsA‘nin toksik etkisine hassas oldugunu diistindiirmiistir.
Ik dénemlerde CsA’ya bagli renal toksisitenin sadece fonksiyonel degisikliklere
bagl gelistigi, bu nedenle de geri donlislimlii bir toksisite oldugu diistiniilmiistiir. Bu
klinik tablo akut CsA nefrotoksisitesi olarak isimlendirilmistir. Buna karsin 1984

yilinda Myers ve ark’lar1 kalp transplant alicilarinda ilk kez uzun donem CsA
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kullaniminin sadece geri doniislii nefrotoksisite ile degil geri doniisiimsiiz renal
fonksiyon kaybi ile sonuclanabildigini gostermistir. Bu toksik etki progresif
tiibiilointertisyel hasarlanma ve glomeriilosklerozise bagli gelismektedir ve kronik

CsA nefrotoksisitesi olarak adlandirilmaktadir (3,6,7).

AKUT SIKLOSPORIN NEFROTOKSISITESI

Vaskiiler Etkiler (Akut Arteriolopati)
Ik kez 1985 yilinda Murray ve ark’lart CsA kullanimmin neden oldugu

reversibl  renal  fonksiyon = bozuklugunun  afferent arteriolde  goriilen
vazokonstriksiyona bagli oldugunu o©ne siirmiislerdir (31). Daha sonra yapilan
calismalarda CsA kullanimi ile afferent arteriol ¢capinda ve kan akiminda azalmalar
oldugu gosterilmistir. Bu durum endotelin, tromboksan gibi vazokonsriktor
maddelerde artma ve RAS’da aktivasyon, buna karsin prostasiklin, prostoglandin E2
ve NO gibi vazodilator maddelerde azalma ile iliskilidir (6). Ayrica serbest radikal
olusumu ve sempatik sinir sistemi aktivasyonu da akut nefrotoksisitede rol
oynamaktadir. Serbest radikallerin ortaya cikisi ile hiicre membranindaki doymamais
yag asitleri oksidasyona ugrar ve oksidatif hiicre hasart meydana gelir.
Malondialdehid bu yolakta olusan bir son iiriin olup, lipid peroksidasyonunun
gostergesidir. Organizmanin bu hasara karst en 6énemli savunma yollarindan birisi
superoksid dismutaz enzim sistemidir. Bu sistem, siiperoksid radikallerini hidrojen
perokside c¢evirerek hiicreyi hasarlanmadan  korumaktadir. Hemodinamik
degisikliklerin yan1 sira geri doniislii tiibliler disfonksiyonda akut CsA toksisitesinin

sonucu olarak tanimlanmaktadir (3,6,7).

Endotelin bobrek ve vaskiiler yataktan salimim gosteren giicli  bir

vazokonstriktordiir. Renal epitelial hiicre kiiltiiriinde CsA’nin endotelin salinimini
9



artirdig1 tespit edilmistir. Bu sonug insan ve hayvan ¢alismalarinda da dogrulanmastir.
Ayrica deneysel hayvan calismalarinda anti-endotelin antikorlar1 akut CsA

nefrotoksisitesini onlemistir (3,6,7,32,33).

RAS sisteminin etkilenmesi hem direkt olarak CsA’nin jukstaglomeriiler
hiicreleri  etkilemesi hem de renal hemodinamik degisikliklere sekonder
gelismektedir. Ayrica CsA kullanimi ile birlikte renin salgilayan hiicreler afferent
arteriole go¢ etmektedirler. Ayrica renin sekresyon artig1 juxtaglomeriiler aparatusun
hiperplazisi ile de iligkili olabilir. CsA sadece RAS’da artis yapmaz. Ang II’nin diiz

kas hiicrelerindeki vazokonstriktor etkisini de gii¢lendirir (3,6,7,34).

CsA aragidonik asit metabolitlerini etkileyerek de vazokonstriksiyona yol
acmaktadir. Hocherl ve ark’lar ratlarda yaptiklari calismalarinda CsA ile birlikte
selektif siklooksijenaz 2 (COX2) enzim ekspresyonunda inhibisyon oldugunu
gostermiglerdir (3,6,7). Bu inhibisyon vazodilatér ve vazokonstriktér metabolitler
arasinda dengesizlige neden olmaktadir. Prostaglandin E2 deki azalma afferent
arteriolde vazokonstriksiyon, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, potasyum ve
sodyum retansiyonu olusturmaktadir. Ek olarak COX2 kokenli prostanoidler
jukstaglomeriiler aparatustan reninin sentez ve sekresyonunun Kkontroliinde ve
tibiillerin tuz ve su tutulumunda etkili olmaktadir. Bu nedenle CsA
nefrotoksisitesinde COX2 inhibisyonu O©nem tasimaktadir (3,6,7). Akut CsA
nefrotoksisitesinde 6nemli etkenlerden bir digeri de endotelial disfonksiyondur. Bu
durumda NO sentezi ve endotelial NO kontrollii renal vazodilatasyon inhibe
olmaktadir. CsA aracilifiyla artan serbest oksijen radikalleri ve siiperoksid olusumu

NO’in biyouyumlulugunu azaltmaktadir. Ayrica CsA endotelial NO sentaz bagiml
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NO iiretimini ¢esitli mekanizmalar araciligiyla baskilamaktadir. NO {iizerindeki bu
etkiler vazodilatasyonda azalmaya ve vazokonstriksiyonda artisa yol agmaktadir
(3,6,7,36,37). Son olarak CsA araciligiyla nativ bobrekde artan sempatik aktivite
renal vazokonstriksiyon artisina ve glomeriiler filtrasyon hizinda azalmaya yol
acabilmektedir. Ancak transplante bobrekde innervasyon yoklugu nedeniyle bu

aktivasyon izlenmemektedir (6,38).

Tiibiiler Etki (Toksik Tiibiilopati)

Akut CsA nefrotoksisitesi histolojik olarak tiibliler stoplazmanin
izovolumetrik  vakuolizasyonu ile iligkilidir. Tibiiler vakuolizasyon renal
disfonksiyon olmadan da CsA kullanimi ile birlikte olusabilir. Bu goriiniim genel

olarak CsA’nin akut toksisite bulgusu olarak kabul edilmektedir (3,6,7,14,39).

Trombotik Mikroanjiopati

De novo trombotik mikroanjiopati pek c¢ok faktdre bagli olarak
transplantasyon sonrasinda olugsmaktadir. Bunlar arasinda iskemi-reperflizyona baglh
endotelial hasar, renal infeksiyon, rejeksiyon, malignite ve cesitli ilaglar yer
almaktadir. CsA transplantasyon sonrasinda trombotik mikroanjiopati i¢in 6nemli bir
risk faktoriidiir. Vazokonstriksiyona sekonder olusan iskemi buna katkida
bulunmaktadir. Ayrica CsA platelet agregasyonunu artirmakta ve protrombotik

faktorlerin salimimini indiiklemektedir (6).

KRONIK SIKLOSPORIN NEFROTOKSISITESI

CsA’nin renal yapida geri doniisiimsiiz hasar yaptig1 ilk kez Myers ve ark’lar
tarafindan kalp transplantasyonu yapilan hastalarin renal biyopsilerinde fokal
glomeriiler sklerozun, intertisyel fibrozisin ve tiibiiler atrofinin gdsterilmesi ile

tanimlanmistir (40). Daha sonraki ¢alismalarda da kronik CsA kullanimi ile bobregin
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yapisinda geri doniisiimsiiz degisiklikler izlenmistir. Buna gore damarlarda arterioler
hyalinozis, tiibiilointertisyumda tiibiiler atrofi ve intertisyel fibrozis, glomeriillerde
bowman kapsiilinde fibrozis ve kalinlasma, fokal segmental veya global
glomertiloskleroz tespit edilmistir (6,14). Nanakivel ve ark’lar1 ise 10 yildan sonra
CsA kullanan biitlin hastalarda kronik CsA nefrotoksisitesini gostermiglerdir (41). Bu
komplikasyonun mekanizmasi heniiz tam anlagilamamistir. Buna karsin ¢ok sayida
olas1 mekanizma Onerilmistir. Kronik CsA nefrotoksisite etyolojisinde CsA ile iligkili
hemodinamik nedenlere bagli kronik iskemi ve tiibiiler epiteliyal hiicrelere direkt

toksisite etkili olmaktadir (6).

Kronik Siklosporin Nefrotoksisitesinde Vaskiiler Etkiler

Afferent arterioliin media tabakasinda olusan noduler hyalinozis arterioler
hyaliznozis olarak isimlendirilir ve CsA nefrotoksisitesinin onemli bir belirtecidir.
Genelikle afferent arteriollerde ve kiiclik interlobuler arterlerin periferik kisimlarinda
izlenir. Arterioler hyalinozis diiz kas hiicrelerinin eozinofilik graniilasyonu ile birlikte
baslar, bunu diiz kas hiicrelerinde vakuolizasyon izler. Takiben nekrotik diiz kas
hiicrelerinin yerini fokal ya da sirkiiler diizende hyalin depozitler alir. Bu nodiiler
hyalinozis genellikle damar limeninde daralmaya yol agar ve genel olarak geri
doniisiimsiizdiir.  Arteroler hyalinozisde molekiiler mekanizma tam olarak
aciklanmasa da diiz kas hiicrelerinde CsA NF-AT iliskisi ile baglantili olabilir. Ayrica
CsA araciligiyla gelisen uzamis vazokonstriksyonda bu olaya katkida bulunmaktadir

(3,6,14,39).

Kronik Siklosporin Nefrotoksisitesinde Tiibiiler- Intertisyel Etkiler

CsA kullanimina bagli gelisen kronik nefrotoksisitede izlenen intertisyel

fibrozis, tiibiiler atrofi ve glomeriiler skleroz gelisiminin baslica sebepleri arterioler
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degisiklikler ve damar limenindeki daralmadir. Tiibiilointertisyel alanda olusan lokal
iskemi serbest oksijen radikallerinin olusumuna yol agmaktadir. CsA
nefrotoksisitesinde serbest radikallerin Onemi ilk kez vitamin E’nin lipid
peroksidasyonu ve CsA’nin nefrotoksik etkisine faydasinin gosterilmesiyle
tanimlanmigtir. CsA araciligtyla olusan renal vazokonstriksiyon renal hipoperflizyona
ve hipoksi reoksijenizasyon hasarlanmasina yol agmaktadir. Bu hasarlanmay: takiben
olusan serbest oksijen radikalleri ise hiicre harabiyeti ile birlikte apopitozis aracili
hiicre 6liimiinii meydana getirmektedir. Ayrica CsA’nin direkt etki ile serbest oksijen
radikallerininin olusumuna da yol agtig1 diisiiniilmektedir. Bu hipotezi destekleyen
bulgu ise rat proximal tiibiil epitelyum hiicrelerine direkt CsA maruziyetinin, hiicre
icinde reaktif oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyon triinlerinin birikmine yol

agmasidir (3,6,14,39,42.43).

Kronik CsA nefrotoksisitesinde ©nemli olan bir diger etken TGF-B1
seviyelerindeki artigdir. CsA direkt etki ederek tiibiiler epiteliyal hiicrelerde TGF-p1
ekspresyonunu artirmaktadir. Bu etki hemodinamik etkilerden bagimsiz olarak
izlenmektedir. TGF-PB1 ekstra selliiler matriks proteinin iiretiminde artma, yikiliminda
ise azalmaya yol agmaktadir. Ayrica TGF-B1 epiteliyal mezenjial hiicre
doniisiimiiniide indiiklemektedir. Bu doniisiim sonucunda tiibiiler epiteliyal hiicreler
epiteliyal fenotiplerini kaybederek, mezenjial hiicrelerin 6zelliklerini kazanirlar. Bu
durum hiicre migrasyon ve invazyonunda artmaya, sonucta renal intertisyel fibrozis

gelisimine yol agmaktadir (44-48).

Ang II sadece hemodinamik etkiler ve akut CsA nefrotoksisitesinde degil

aldesteron saliniminda, tiibiiler transportta, proinflamatuar ve profibrojenik etkilerde
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ve Anjiotensin-I (AT-I) reseptorleri araciligtyla olusan biiyliime stiimtiilator etkilerinde
ve TGF-B1’in artisinda sonucta bu pleotropik etkiler ile kronik toksisitede de rol
oynamaktadir. Boylece RAS aktivasyonu sadece hemodianamik degisikliklere degil
kronik intertisyel fibrozise ve kronik CsA toksisitesine de yol agmaktadir. RAS
aktivasyonuna bagli olarak artan aldesteron, biiyiime faktorleri ve serbest oksijen
radikalleri araciligiyla ekstra seliiler matriks (ECM) yikilimini azaltarak intertisyel

fibrozisi artirmaktadir (10,11,49-52).

Kronik toksisitede bir baska mekanizma da direkt kalsindrin inhibisyonunun
apopitoz genlerini aktive etmesine bagli olabilir. Bunun sonucu olarak tiibiiler ve
intertisyel hiicrelerde apopitozis artmaktadir. Boylece tiibiiler atrofi indiiklenir.
Ayrica makrofaj infiltrasyonu ile olusan inflamasyon da kronik CsA nefrotoksisitesi
ile iligkilidir. Son olarak CsA p glikoprotein gibi tiibiiler epiteliyal hiicrelerde ilag
tastyicisi olarak etki eden maddeleri inhibe etmektedir. Bu inhibisyon endojen toksik
maddelerin atiliminda azalma ile beraber lokal toksik madde birikimine yol

agmaktadir (3,6,7,14,39).

Kronik Siklosporin Nefrotoksisitesinde Glomeriiler Etkiler
Kronik CsA kullanimiin neden oldugu en yaygin glomeriiler degisiklik
global glomeriilosklerozdur. CsA’ya bagli arterioler hyalinozis ve arteriolopatiye
bagl olusan glomeriiler iskemiye sekonder gelismektedir. Ayrica tiibiiler hasarlanma
tiibiiler glomeriil gelisimine de yol agabilir. Bu durum periglomeriiler fibrozis ile
sonuclanir. Ayrica CsA kullanimi arteriyoler hyalinozis ve global glomeriiloskleroz
araciligryla hiperfiltrasyon yaratarak fokal glomeriiler skleroz gelisimine yol agabilir

(3,6,7,14,39).
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Elektrolit Bozukluklar:

CsA kullanimi1 renal hemodinamik ve yapi degisikliginin yani sira tiibiiler
fonksiyon degisikligi yaparak iyon dengesinde bozulmaya yol acabilir. Buna gore
hiperkalemi, hipomagnezemi, hiperkloremik metabolik asidoz goriilebilir. Tibiiler
fonksiyonlar iizerindeki bu etkiler tiibiil epitelindeki Sodyum (Na), potasyum (K),
Klor (Cl) kotransporter ekspresyonundaki azalma ile agiklanabilir. Ayrica
hiperkalemi goriilen vakalarin cogunda mineralokortikoid reseptor sayisinda azalma
ile beraber aldesteron direnci vardir (3,6,7,14,39).

Siklosporin Kronik Nefrotoksistesinde Yeni Tamimlanan Olasi
Mekanizmalar

CsA alimi renal dokuda Toll reseptorlerinin ligantlarinda artisa yol agar. Bu
durum makrofajlarin eliminasyonunu azaltarak inflamasyonu artirir. CsA {ire
taginmasinda ve aquoporin sisteminde azalma yaparak idrar konsantrasyon yetenegini
azaltir. CsA araciligiyla distal nefronda kalsiyum baglayic1 protein kalbindin azalir.
Bu duruma serum kalsiyumunda azalma ve idrar kalsiyumunda ise artma eslik eder
(7). Bunlarin disinda Palet ve ark’lar1 CsA’nin renal tiibiiler hiicrelerde endoplazmik
stresi indiikledigini gostermislerdir. Endoplazmik stres asir1 arttiginda ve uzadiginda
ise apopitozis meydana gelmektedir. Caligmalarda uzamis endoplazmik retikulum
stresinin kronik CsA nefropatisi olan ratlarda apopitozisi indiikledigi gdsterilmistir.

Bu durum kronik CsA toksistesinde 6ne siiriilen bir diger mekanizmadir (7,53,54,).

SIKLOSPORIN NEFROTOKSISITESI ICIN RISK FAKTORLERI

Siklosporinin Sistemik Seviyesi

Renal transplantasyon sonrasinda ana konu etkinlik ve toksisite arasindaki

dengenin saglanmasidir. CsA’nin tahmin edilemez doz—konsantrasyon iliskisi
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mevcuttur. Bu durum absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve metabolitlerin
eliminasyonundaki yiiksek degiskenlikten kaynaklanmaktadir (7). Hesselink ve
ark’lar1 daha sonra Anglicheau ve ark’lart CYP3A4 ve A5 niikleotid polymorfizminin
CsA farmokinetiginde etkili oldugunu gostermislerdir (6,7). Klinikte CsA tedavisinin
erken donemlerinde doz ayari hastanin kilosu temel alinarak yapilmaktadir (6). Bu
donemde doz ayarlanmasi sadece yan etki gelistiginde uygulanmaktadir. Buna karsin
Klintalm ve ark’lar1 ise ilk kez CsA dozu, plazma seviyesi ve renal allograft
intertisyel fibrozisi arasinda iliski oldugunu gostermislerdir (55). Bu iliski bagka
gruplar tarafindan yapilan ¢alismalarda da tanimlanmistir. Bu nedenle klinik yan etki
gozlenmeden de CsA’ya bagh olarak kronik renal toksisitenin baslayabilecegi kabul

edilmektedir (6,7).

Terapotik ila¢ Gériintiileme

Yiiksek oranda degisken farmakokinetik 06zellik, konsantrasyon toksisite
iligskisi nedeniyle CsA’nin terapotik goriintiilenmesi faydali olmaktadir. Giiniimiizde
CsA’larin rutin goriintiilenmesi pratik kullanimda yaygindir. Cogu merkez CsA
dozunu doz dncesi (CO) ile ayarlamaktadir. Bununla birlikte CO seviyesi ve total
maruziyet arasindaki kotli korelasyon nedeniyle ilag alimindan 2 saat sonra Olgiilen
seviyeler (C2), CO‘a gore daha avantajli goriinmektedir. Bazi calismalarda kronik
CsA nefroksisite lezyonlar1 daha yiiksek CsA maruziyeti ile iliskili bulunurken, bazi
caligmalarda ise goreceli olarak daha diisiik seviyelerin histolojik degisiklik ile iligkili
olabilecegi bulunmustur. Bu nedenle ilag seviyeleri dar hedef degerlerde

tutulmaktadir (56,57).
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Lokal Renal Siklosporin Maruziyeti

Sistemik CsA toksisitesinin yakin goriintiilenmesine karsin kronik CsA
nefrotoksisitesinin Onlenememesindeki ana sebep bobrekte olusan lokal yiiksek
seviyeler olabilir. Bobrekte yliksek CsA diizeylerinin olusumunda pek ¢ok faktor rol
oynayabilir. mTOR inhibitdrlerinin CsA ile birlikte kullanimlar1 p glikoprotein i¢in
yarisma igine girmelerine ve tiibiiler epteliyal hiicrelerde CsA birikimine yol agabilir.
Lokal yiiksek CsA konsantrasyonu p glikoprotein ekspresyon ve fonksiyonu ile de
iliskilidir. 1994 yilinda Morales ve ark’lar1 lokal p glikoprotein ekspresyonundaki
degiskenligin kronik CsA nefrotoksisitesi ile iliski oldugunu gostermistir (60). Bu
iligki insan caligmalarinda da izlenmistir. Ancak bu konuda prospektif ¢caligmalara da
ihtiya¢ vardir. Ayrica tiibiiler p glikoprotein ekspresyon diizeylerindeki farkliligin
CsA nefrotoksisite gelisiminde Oonceden bilgi verici olabilecegi de diisiiniilmektedir
(6,7). Lokal renal faktorlerde CsA toksisite gelisiminde lokal CsA seviyesinden
bagimsiz etki edebilirler. Bu renal faktorler arasinda bobrek yasi, Nonsteroid
antiinflamatuar (NSAI) kullanimi, rélatif tuz eksikiligi ile beraber olusan RAS
aktivasyonu, TGF-B1, ACE geni, CYP 3A4 ve AS gibi genlerin polymorfizmi kronik

CsA nefrotoksisitesi ile iligkili olabilir(3,6,7,39).

SIKLOSPORIN NEFROTOKSISITESININ ONLENMESI VE TEDAVISI

Siklosporinden Kacinilmasi, Kesilmesi ve Minimalize Edilmesi

CsA’dan baslangig tedavisinde kaginilmasi yetersiz akut rejeksiyon
profilaksisine neden oldugundan daha ¢ok ileri donemlerde CsA’nin kesilmesi daha
uygun bir tercih olabilir. Buna gore akut rejeksiyon riskinin yiiksek oldugu erken
donemden sonra CsA tedavisinin kesilmesinin kisa donemde olumlu sonuglarina

karsin, uzun donemdeki etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir. CsA dozlarmin
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minimalize edilmesi de bir bagka yaklagim olabilir. Ancak bu konuda da yeterli

caligmalar mevcut degildir (58,59).

Farmakolojik Yaklasimlar

CsA toksisitesinde artmis vazokonstriksiyon nedeniyle vazodilator ilaglarin
faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir. Kalsiyum antogonistleri bu konuda calisilan
ilaglardandir. Ilk calisma CsA ve nifedipin kombinasyonu ile yapilmistir. Bu
calismada nifedipinin olumlu etkileri izlenmistir. Benzer sekilde lacipidin ile yapilan
caligma da olumlu etkiler gorilmiistir (60,61). RAS inhbisyonun da CsA
nefrotoksisitesini  Onleyebilecegi diistinlilmektedir. Ancak c¢aligmalarda RAS
inhibisyonunun intertisyel fibrozisi engellemesine karsin renal fonksiyonlarda
iyilesme saglamamaktadir (6,62). Bu konuda calisilan bir diger ila¢ spiranolaktondur.
Deneysel calismalara karsin, in vivo CsA nefrotoksisitesini Onledigine dair bir
calisma mevcut degildir. Vazodilator prostanoidlerde de c¢alisma yapilmis ancak bu
konuda da c¢aligma sayisi azdir (63). Ratlarda PG E2 ve PG El siklosporin
nefrotoksisitesini azaltmigtir. L arginin, Molsidomin gibi NO prekiirsorleri, TGF-B1
antikorlari, antioksidanlar, statinler CsA nefrotoksisitesinin Onlenmesinde etkili
olabilecegi diisiiniilen olasi ajanlardir (6). Ancak halen bu ilaglar hakkinda yeterli

caligma bulunmamaktadir.

GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlar etik kurul
merkezinden onay alindiktan sonra Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Merkezinde gerceklestirildi. (Etik kurul onay tarihi: 22/03/2010, sayr no:
B.30.2.GUN.0.05.06.00/ 94-4824). Biyokimyasal analizler Gazi Universitesi Tip

Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali’nda, histapatolojik ve immiinohistokimyasal
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incelemeler Patoloji Ana Bilim Dali’nda, bobrek dokusunda Malondialdehid (MDA),
Siiperoksid Dismutaz (SOD) ve NO diizeylerinin dl¢iimii ise Gazi Universitesi Egitim
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde ger¢eklestirildi.
HAYVANLAR VE CALISMA PROTOKOLU
Calismaya 30 adet erigskin 200-250 gram agirliginda Wistar tipi erkek albino
rat alindi. Deney oncesi tiim hayvanlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik odalarda
tutulurken, standart yem ve su ile beslendi. Denekler her grupta 6 rat olmak {izere

randomize olarak toplam 5 gruba ayrildi.

Grup 1 (Kontrol grubu); Bu gruptaki deneklere 2 ml serum fizyolojik cilt

altina uygulandu.

Grup 2 (CsA grubu); Bu gruptaki deneklere 25 mg/kg/giin dozunda CsA cilt

altina uygulandu.

Grup 3 (CsA+Karvedilol grubu); Bu gruptaki deneklere 25 mg/kg/gilin

dozunda CsA ve 4 mg/kg dozunda karvedilol cilt altina uygulandi.

Grup 4 (CsA+Atorvastatin grubu); Bu gruptaki deneklere 25 mg/kg/gilin

dozunda CsA ve 10 mg/kg dozunda atorvastatin cilt altina uygulandi.

Grup 5 (CsA+Karvedilol+Atorvastatin grubu); Bu gruptaki deneklere 25
mg/kg/glin dozunda CsA, 4 mg/kg dozunda karvedilol, 10.mg/kg dozunda

atorvastatin cilt altina uyguland.

Caligmada uygulanan tedavilerin hepsi deneklere 21 giin boyunca verildi.
Tim denekler ¢alismanin 21. giinde metabolik kafese alindi. Metabolik kafeste 24

saatlik idrarlar1 toplanarak, 24 saatlik idrar kreatinin diizeyleri Olciildii ve kreatinin
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klirensleri hesaplandi. Calismanin 22. giiniinde denekler 40 mg/kg ketamin HCI
anestezisi ile uyutuldu. Takibinde serum kan iire azotu (BUN) ve kreatinin diizeyi
calisilmak iizere intrakardiyak yol ile kanlari alindi. Sonrasinda bobrek dokusu
cikarilan denekler, sakrifiye edildi. Sol bobrek enzimatik analizler i¢in -80 C’de

saklandi, sag bobrekler ise patolojik inceleme i¢in %10 formalin i¢ine kondu.

BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Deneklerin serum BUN, kreatinin ve 24 saatlik idrar kreatinin diizeyi
Ol¢iimleri otoanalizor cihazi ile (Architect1 6000, Abbott) spektrofotometrik yontem
kullanilarak ¢alisildi. Deneklerin kreatinin klirens (CrCl) degerleri CrCl (ml/dk) =
(UCR x uV) / (SCR x 1440) formiilii kullanilarak hesaplandi (64). (UCR:24 saatlik

idrar kreatinini, uV:24 saatlik idrar voliimii, SCR:serum kreatinini)

BOBREK DOKUSUNDA MALONDIALDEHID DUZEYI OLCUMU
Malondialdehid (MDA) diizeylerinin 6l¢iimii i¢in spektrofotometrik bir metod

kullanmildi. Dokular %0,15 M’hik KCI ¢6zeltisi icinde homojenize edilerek
siipernatanlar1 alindi. Siipernatanlar deproteinize edildikten sonra TBA ile muamele
edilerek renk olusumu saglandi. 535 nm’de absorbans Ol¢iimleri yapildi ve sonuglar

nmol/g doku olarak hesaplandi (65).

BOBREK DOKUSUNDA SUPEROKSIT DISMUTAZ DUZEYi OLCUMU

Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi Sun ve ark’lar1 tarafindan
tanimlanan ksantinin, ksantin oksidaz ile siiperoksit radikali (O2-) olusturmasi ve bu
radikalinde NBT ile olusturdugu renkli bilesigin spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi
esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar fazla ise olusan rengin siddeti o
kadar az olacaktir. Deney i¢in dokular serum fizyolojik icinde homojenize edildi,

santrifiij sonrasi elde edilen siipernatandan SOD aktivitesi ¢alisildi. Aktivitenin %50
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inhibisyonun 1U enzim aktivitesi tarafindan saglandig diisiiniilerek sonuglar U/g

doku cinsinden hesapland1 (66).

BOBREK DOKUSUNDA NO DUZEYI OLCUMU

Doku NO diizeyleri Miranda ve ark’lar tarafindan tarif edilen metoda gore
calisildi. Yontem, iki basamaktan olusmaktadir. Birinci basamak nitratin nitrite
Vanadyum (III) tarafindan indirgenmesi, ikinci basamak ise Griess reaktifinin
ortamdaki nitriti mor renkli azo {iriine ¢evirmesidir. Olusan renk spektrofotometrik
olarak ol¢iildii. Dokular, tampon i¢inde homojenize edildikten sonra santrifiijlendi ve
deproteinize edilen siipernatandan NO c¢alisildi. Sonuglar pmol/g doku seklinde

hesaplandi(67).

HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Morfolojk inceleme:

Rat bobrekleri %10’luk noétral formalin igerisinde 24 saat tespit edildikten
sonra parafine gomiildii. Rutin doku takibi sonras1 5 mikrometrelik kesitler alinarak
deparafinize edilip, Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyandi. Tiim olgulara ait H-E
kesitler apopitozis, apikal tomurcuklanma, interstisyel vakuolizasyon, hyalen silender
ve tlibiill i¢i kalsifikasyon varligi agisindan bir patolog tarafindan incelendi. Bu

degisiklikler mevcut ise “pozitif”’, mevcut degil ise “negatif “olarak degerlendirildi.

Histokimyasal Boyama:

Rat bobreklerine ait parafin bloklara tiibiilointerstisyel fibrozis ve arteriolopatiyi
degerlendirmek amaci ile Masson Trikrom (Bio — Optica, 04-010802) boyasi

uygulanmis olup, asagidaki prosediire gore boyandi.
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Polilizinli lam {iizerine alinan 4 mikronluk kesitler 56 °C’de etiivde 2 saat
deparafinize edildi. Kesitler daha sonra distile su ile yikanip, Reagent A’dan 6 damla,
Reagent B’den 6 damla damlatilarak 10 dakika bekletildi. Uzerine Reagent C’den 10
damla eklenip, 4 dakika bekletildi. 3-4 saniyede hizla distile sudan gegirilip, Reagent
D’den 10 damla eklenerek, 4 dakika bekletildi. Daha sonra distile su ile yikandi.
Reagent E’den 10 damla eklenip, 10 dakika bekletildi. Yikamadan Reagent F’den 10
damla eklenip, 5 dakika bekletildi. Distile su ile yikandi. Alkolde dehidrate edildi. Saf
alkolde 1 dakika bekletildi. Ksilen ile seffaflandirildi ve kapatici ile kapatildi. Rat
bobreklerine ait parafin  bloklara glomeriiler bazal membran kalinlasmasimi
degerlendirmek amaci ile Periodic asid Schiff (PAS) (Bio — Optica, 130802) boyasi

uygulanip, asagidaki prosediire gore boyandi.

Polilizinli lam {izerine alman 4 mikronluk kesitler 56 °C’de etiivde 2 saat
deparafinize edildi.Kesitler distile su ile yikandi. Reagent A’dan 10 damla damlatildi.
10 dakika bekletildi. Distile su ile yikandi. Reagent B’den 10 damla damlatilip, 20
dakika bekletildi. Distile su ile yikandi. Uzerine Reagent C’den 10 damla eklenip, 2
dakika bekletildi. Yikanmadan, Reagent D’den 10 damla eklenip, 2 dakika bekletildi.
Distile sudan gegirildi. Reagent E’den 10 damla eklenip, 3 dakika bekletildi. Musluk
suyunda 5 dakika yikandi. Alkolde dehidrate edildi. Ksilen ile seffaflandirilip,

kapatici ile kapatildi.

Immiinhistokimyasal Boyama

Osteopontin  (OSP) 34 kilo Dalton agirhginda bir ekstraselliiler matriks
proteinidir. Osteopontin ekpresyonunu belirlemek igin streptavidin-biyotin {i¢lii
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak boyama yapilmistir. OPN (klon

OP3N, mouse monoklonal, IgGl,Novacastra) antikorlart 1/50 oraninda diliie
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edilmistir. Biyotinlenmis baglayici (sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi
ve kromojen olarak kullanilan 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) ticari olarak
kullanima hazir kitler seklindedir. OPN antikorunun pozitif kontrolii olarak safra
kesesi kullanilmistir. Rat bobreklerine ait parafin bloklardan hazirlanan kesitler OPN

antikorlari ile agagidaki prosediire gore boyanmustir.

Polilizinli lam {izerine alinan 4 mikronluk kesitler 56 °C’de etiivde gece boyunca
deparafinize edilmistir. Kesitler ksilolde 30 dakika bekletilmistir. Fiksasyon ig¢in
%96’ lik alkolde 15 dakika tutulmustur. Kesitler 6nce ¢esme suyuyla, ardindan distile
su ile yikanmigtir. Antijen retrival islemi, OPN antikoru ile boyama i¢in sitrat buffer
(Ph 6.0) i¢inde mikrodalgada yiiksek sicaklikta 20 dakika bekletilmistir. Endojen
peroksidazi bloke etmek i¢in oda sicakliginda %3’liik hidrojen peroksitte 10 dakika
bekletilmistir. Kesitler 6nce distile su ile, ardindan phosphate buffered saline (PBS)
ile yikanmistir. Protein bloklama i¢in non-immiin protein bloklama serumunda 20
dakika tutulmus ve ardindan kurulanmistir. Primer antikor olan OPN lam {izerindeki
doku kesitlerini kapatacak sekilde damlatilmis olup, oda sicakliginda 1 saat
bekletilmistir. Sonra kesitler PBS ile yikanmistir. Baglayici (sekonder) antikor ile oda
sicakliginda 20 dakika siire ile inkiibasyon yapilmistir. Kesitler PBS ile yikanmustir.
Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 20 dakika bekletilmistir. Kesitler PBS ile
yikanmistir. Renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaci ile AEC ile 10 dakika siire
ile inkiibasyon yapilmistir. Kesitler distile su ile yikanmistir. Mayer’s hematoksilen
ile zemin boyasi yapilmistir. Kesitler PBS ile yikanmistir ve havada kurutulmustur.

Su bazli kapatici ile kapatilmistir.
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Immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi:
Bobrek tiibiil epitelinde OPN igin sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi. OPN

icin boyanma varlig1 pozitif/negatif olarak degerlendirildi. Ayrica OPN i¢in boyanma
siddeti de incelendi. Buna gore, OPN boyanmasi zayif ise: +1, orta derecede ise +2,

kuvvetli ise: +3 olarak skorlandi.

ISTATIKSEL ANALIZ

Calismadaki veriler ortalama+standart deviasyon veya denek sayisi olarak verildi.
Gruplar arasi karsilagtirmalarda iki grup varliginda Mann Whitney U ve coklu
gruplarda Kruskall Wallis testleri, kategorik verilerin karsilastirmalarinda ise Ki-kare
testi kullanildi. Istatiksel anlamlihk p<0,05 olarak kabul edildi. Tiim istatiksel

islemler SPSS.18 paket programinda gergeklestirildi.

SONUCLAR

BOBREK FONKSIYONLARI

Calismamizda 22. giin serum BUN seviyelerinde kontrol grubuna gore CsA
grubunda,  CsA+tkarvedilol  grubunda, = CsA+atorvastatin ~ grubunda  ve
CsA+atorvastatin+karvedilol grubunda yiiksek bulundu (sirasiyla p:0,02; p:0,002;
p:0,002; p:0,02)(Tablo 1)(Grafik 1). CsA alan grup ile tedavi gruplar
(CsA+karvedilol; CsA-+atorvastatin; CsA-+karvedilol+atorvastatin) karsilastirildiginda
ise CsA+karvedilol, CsA+atorvastatin ve CsA+karvedilol+atorvastatin gruplarinda,
BUN seviyesi CsA grubuna gore daha diisiik bulundu (Tablo 1)(Grafik 1). Ancak
istatiksel anlamlilik sadece CsA-+karvedilol+atorvastatin grubunda goriildii (p:0,03)
(Tablo 1). Tedavi gruplarmin birbiriyle karsilagtirilmalarinda ise en diisiik serum
BUN diizeyleri CsA+karvedilol+atorvastatin grubunda izlendi. Gruplar arasindaki bu

farklilik istatiksel olarak anlamliydi (p:0,01).
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Calismamizin 22. giin serum kreatinin seviyeleri kontrol grubuna gore CsA
grubunda anlamli yiiksek bulundu (p:0,002). Buna karsin tedavi gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli degisiklik saptanmadi (Tablo 1)(Grafik 1). CsA grubu ile tedavi
gruplarinin karsilagtirllmasinda ise her ii¢ tedavi grubunda CsA grubuna gore
kreatinin daha  diisik  iken, istatiksel anlamlilblk sadece CsA ile
CsA+karvedilol+atorvastatin grubunda izlendi (p:0,03). Tedavi gruplarinin birbiriyle

olan karsilastirmalarinda ise anlamli farklilik goriilmedi (Tablo 1)(Grafik 1).

Calismamizin 22. giin kreatinin klirensi diizeylerinin karsilastirilmasinda
kontrol grubuna goére CsA ve tedavi gruplarmin hepsinde kreatinin klirensi diisiik
bulundu ancak istatiksel anlamlilik gozlenmedi (Tablo 1). CsA grubu ile tedavi
gruplarinin karsilagtirmasinda ise kreatinin klirensinin en diisik CsA grubunda
oldugu goriildii. Buna karsin istatiksel anlamlilik sadece CsA+karvedilol+atorvastatin
grubunda izlendi. Tedavi gruplar1 arasinda da anlamli farklilik izlenmedi (p:0,02)

(Tablo1)(Grafik1).
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Tablo 1. Gruplarin bébrek fonksiyon testleri yoniinden karsilastirilmasi

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
BUN(mg/dl) 21,66+5,31 53,00+£25,51& 33,8345,34&, 37,33+6,74&, 27,66£2,87&,€
Kreatinin(mg/dl) 0,45+0,02 0,50+0,02& 0,46+0,04 0,45+0,05 0,44+0,02€
Ccer(ml/dl) 1,02+0,43 0,53+0,10 0,69+0,30 0,93+0,42 0,95+0,34€

Grup 2: CsA alan grup; Grup 3: CsA-+karvedilol alan grup; Grup 4: CsA+atorvastatin alan grup;
Grup 5: CsA+karvedilol+atorvastatin alan grup.
& kontrol grubu ile karsilastirma p<0,05, € CsA grubu ile karsilastirma p<0,05

26



g

4,00

3,00

2,00

Bobrek Fonksiyon Testleri

1,00

0,00~

|o43uoy
upiodsopyis.

[ol1paAIY +ULIOdSOIS

e
=
g
o
=
S
+
g
3
D
a
D
=
=]

EBUN10 mg/di
Okreatinin mg/dl
B Kreatinin Klirensi mg/dl

Grafik 1. Calisma Gruplarinin Bobrek Fonksiyon Testleri Acisindan Karsilastirilmasi

UNEJSBAIO}Y +[O|IPOAIRY| +ULIOASOPIS

27



5.1 DOKU MDA SEVIYESI
Kontrol grubuna gore bobrek dokusu MDA seviyesinde en yiiksek degerler

CsA grubunda goriildi  (p:0,002). Tedavi gruplarina bakildiginda ise
CsA+atorvastatin, CsA+karvedilol+atorvastatin grubunda kontrol grubuna gore
yiiksek olmakla birlikte istatistiksel anlamlilik CsA+atorvastatin grubunda gozlendi
(p:0,01). CsA+karvedilol grubunda ise kontrol grubuna gore smirda anlamlilik

gosteren bir diisiikliik izlendi (p:0,05)(Tablo 2)(Grafik 2).

CsA ve tedavi gruplarmin karsilastirilmasinda ise CsA grubuna gore
CsA+karvedilol, CsA+atorvastatin, CsA+karvedilol+atorvastatin  gruplarinda
istatiksel olarak anlamli sekilde MDA seviyelerinin daha diisiik oldugu saptandi
(srasiyla p:0,002; p:0,004; p:0,004) (Tablo 2)(Grafik 2). Tedavi gruplarinin
karsilastirilmasinda ise en diisik MDA diizeylerinin CsA-+karvedilol grubunda
oldugu izlendi ve gruplar arasi farklilik istatiksel olarak anlamli bulundu (p:0,005)

(Tablo 2)(Grafik 2).
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5.2 DOKU SOD SEVIYESI
Bobrek dokusu SOD aktivitesinde kontrol grubuna goére CsA grubunda

anlamlhi bir farklhilik goriilmedi. Buna karsin tedavi gruplarmin hepsinde kontrol
grubuna gore yiiksek gozlendi. Ancak istatiksel anlamlilik sadece CsA+karvedilol ve

CsA+atorvastatin gruplarinda izlendi (sirasiyla p:0,009; p:0,002)(Tablo 2)(Grafik 3).

CsA ve tedavi gruplarinin karsilastirilmasinda ise her {i¢ tedavi grubunda CsA
grubuna gore SOD aktivitesi yiiksek bulundu (Grafik 3). CsA+tkarvedilol ve
CsA+atorvastatin gruplarindaki bu artig istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla
p:0,04; p:0,01). Tedavi gruplarinin karsilastirllmasinda ise SOD aktivitesi agisindan

anlamli farklilik izlenmedi (Tablo 2).
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5.3 DOKU NO SEVIYESI

Doku NO seviyesi kontrol grubuna gore en diisiik olarak CsA grubunda
izlendi (p:0,006) (Tablo 2)(Grafik 4). Kontrol grubuna goére tedavi gruplarma
bakildiginda NO diizeyinin CsA+karvedilol ve CsA+atorvastatin gruplarinda anlaml
diisik oldugu goriildii (swrasiyla p:0,04; p:0,004). CsA-+tkarvedilol+atorvastatin

grubunda ise istatistiksel olarak anlamli degisiklik bulunmadi (Tablo 2)(Grafik 4)

NO seviyeleri CsA grubu ile karsilastirildiginda ise her {i¢ tedavi grubunda da
yiiksek oldugu izlendi. Ancak istatiksel anlamlilik sadece
CsA+karvedilol+atorvastatin grubunda saptandi (p:0,006). Tedavi gruplarinin kendi
aralarinda karsilastirmalarinda ise en yiiksek NO seviyesinin
CsA+karvedilol+atorvastatin grubunda oldugu goriildi. Bu farkliligin istatiksel

olarak anlamli oldugu bulundu (p:0,01)(Tablo 2)(Grafik 4)
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Tablo 2. Gruplarin bobrek dokusu MDA, SOD, NO diizeyleri yoniinden karsilastirilmasi

Kontrol Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
MDA nmol/g 52,26+6,63 88,53+10,21& 46,82+5,74€ 66,45+8,00€& 60,05+7,96€
SOD U/g 599,99+13,93 605,09+27,52 633,12+13,55&,€ 645,85+18,63&,€  613,58+40,74
NO pmol/g 0,22+0,05 0,1240,02& 0,154+0,04& 0,13+0,02& 0,21+0,02€

Grup 2: CsA alan grup Grup 3: CsA+karvedilol alan grup; Grup 4: CsA+atorvastatin alan grup Grup 5:
CsA+karvedilol+atorvastatin alan grup.

& kontrol grubu ile karsilastirma p<0,05, € siklosporin grubu ile karsilastirma p<0,05
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HISTOPATOLOJIK, HISTOKIMYASAL VE IMMUNHISTOKIMYASAL
BULGULAR

Hematoksilen eozin boyali kesitlerin 1s1k mikroskobu ile degerlendirilmesinde
glomeriiller, tiibiiller, vaskiiler yapilar ve interstisyum incelenmistir. Glomeriillerde
H-E ve PAS boyalar1 ile bazal membran kalinlagmasi veya spesifik patolojik
degisiklik gozlenmedi. Tiibiiler sistemde apikal tomurcuklanma, hyalen silendirler
CsA grubunda tedavi gruplarina gére anlamli oranda yiiksek bulundu (sirasi ile
p:0,01; p:0,04)(Tablo 3)(Sekil 1 ve 2). Tiibiiler sistemde tim gruplarin bazi
orneklerinde kalsifikasyon saptandi ancak istatistiksel olarak anlamsizdi. Tiibiil
epitelyal hiicrelerinde 6zellikle CsA grubunda yaygin apoptozis dikkati ¢ekti (Sekil
3), Buna karsin tedavi gruplarinda apopitozis varliginda belirgin azalma oldugu
goriildi. Gruplar arasinda apopitozis varligi agisindan izlenen farkliligin anlamhi
oldugu saptand1 (p:0,006) (Tablo 4)(Grafik 5). Interstisyel fibrozis Masson trikrom
boyast ile degerlendirildi. Ancak hicbir ornekte saptanmadi. Bunun disinda
intertisyumda vakuolizasyon, arterioller ve arterlerde duvar kalinlagmasi, hyalin
birikim, liimende daralma gozlenmedi. Osteopontin (OSP) 6zellikle CsA grubunda
kuvvetli pozitiflik gosterdi. OSP i¢in belirgin boyanma sitoplazmik graniiler tarzda
olmak tizere tiibiillerde ve mediiller bolgede goriildii (Sekil 4). Tedavi gruplarinda ise
OSP varligimin daha az siklikta ve yogunlukta oldugu saptandi. Siklosporin ve tedavi
gruplar1 arasindaki OSP boyanma farkliliginin istatiksel olarak anlamli oldugu

bulundu (p:0,04)(Tablo 4)(Grafik 6).
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Tablo 3. Gruplarin histopatolojik bulgular yoniinden karsilastirilmasi

Apikal tomurcuklanma  Hyalen silendir

Var Yok Var Yok
Kontrol 0 6 1 5
Grup 2 6 0 5 1
Grup 3 1 5 2 3
Grup 4 1 5 0 6
Grup 5 1 5& 1 5€

Grup 2:CsA alan grup, Grup 3:CsA+karvedilol alan grup,
Grup 4: CsA+atorvastatin alan grup,

Grup 5:CsA+karvedilol+atorvastatin alan grup

&: Apikal tomurcuklanma icin gruplar arasi farklilik p<0,05
€: Hayalen silendir i¢in gruplar aras1 farklilik p<0,05

Tablo 4. Gruplarin immiinohistokimyasal ve histopatolojik bulgular yoniinden karsilastirilmasi

Apopitozis Osteopontin
Var Yok Negatif Zayf Kuvvetli
Kontrol 0 6 5 1 0
Grup 2 4 2 0 2 4




Grup 3 1 5 2 1
Grup 4 0 6 2 1
Grup § 0 6€ 4 0&

Grup 2:CsA alan grup, Grup 3:CsA+karvedilol alan grup,
Grup 4: CsA+atorvastatin alan grup,

Grup 5:CsA+tkarvedilol+atorvastatin alan grup

&: Apopitozis i¢in gruplar arasi farklilik p<0,01

€: Osteopontin i¢in gruplar arasi farklilik p<0,05
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6 Osteopontin boyanma sikhgil ve yogunlugu
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Sekil 1. Tiibiil epitelinde apikal tomurcuklanma, (H-E, X400)
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Sekil 2. Intratiibiiler hyalen silenderler, (H-E, X400)
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Sekil 3. Tiibiil epitelinde apopitozis (siyah ok) ve mitoz (mavi ok), (H-E, X400)

42



Sekil 4. imiinhistokimyasal olarak osteopontin ile kuvvetli (+3) pozitif boyanma, (H-E, X100)
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2.  TARTISMA

Calisgmamizda bobrek fonksiyon testlerinden serum BUN ve kreatinin
diizeyleri, CsA grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu. Kreatinin
klirensi degerleri ise anlamli olmasa da azalma gosterdi. Tedavi gruplarina
(CsA+karvedilol; CsA-+atorvastatin, CsA+karvedilol+atorvastatin) bakildiginda ise
kontrol grubuna gore serum BUN diizeyleri yiiksek olmasina karsin, kreatinin
diizeylerinde ve kretinin klirenslerinde anlamli bir fark bulunmadi. CsA grubu ile
tedavi gruplarinin karsilagtirllmasinda her {i¢ tedavi grubunda da serum BUN,
kreatinin ve kreatinin klirens degerlerinin CsA grubuna gore daha iyi oldugu saptandi.
Ancak bu iyilik halinin sadece kombine tedavi alan grupta (CsA

+karvedilol+atorvastatin) istatiksel anlamlilik gosterdigini tespit ettik.

Oksidatif stresin gostergesi olarak, doku MDA diizeylerine bakildiginda; CsA
grubunda; kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu. Tedavi gruplarindan
CsA+karvedilol grubunda kontrol grubuna gore sinirda anlamli diisiik saptandi.
CsA+atorvastatin grubunda ise anlamli bir yiikseklik izlenmedi. Kombine tedavi
grubunda ise anlamli bir degisiklik goriilmedi. Doku MDA diizeylerinin CsA grubu
ile kargilagtirllmasinda tiim tedavi gruplarinda anlamli sekilde daha az oldugu tespit
edildi. Ayrica tedavi gruplarmin i¢inde en diisik MDA seviyesi CsA+karvedilol
grubunda bulunmustur. Antioksidan parametre olan doku SOD diizeyleri CsA
grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik gostermedi. Doku SOD
diizeyinin, sadece kombine tedavi grubunda istatistiksel anlam1 olmakla birlikte, tiim

tedavi gruplarinda CsA’ye gore daha yiiksek oldugu goriilmiistir.
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Doku NO degerlerinin ise kontrol grubuna gore CsA grubunda en diisiik
degerde oldugu izlenmistir. Ayrica kombine tedavi grubu harig, diger tiim gruplarda
diisiik oldugu goriilmiistiir. CsA grubuna gore tedavi gruplarina bakildiginda ise doku
NO diizeyinde yiikselme oldugu bulunmustur. Ancak istatiksel anlamlilik sadece

kombine tedavi grubunda bulunmustur.

Histopatolojik bulgularin degerlendirmesinde ise ozellikle CsA grubunda
tiibiiler hasarlanma ile beraber artmis apopitozis ve OSP varlig1 izlenmistir. Tedavi
gruplarinda ise apikal tomurcuklanma, hyalen silendir olusumu gibi tiibiiler
hasarlanma bulgularinin yani sira apopitozis ve OSP varliginin anlaml sekilde diisiik

oldugu gorilmiistiir.

CsA basta solid organ transplantasyonu olmak iizere pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullanilan 6nemli bir immiinsupresif ilagtir. CsA’nin yaygin kullanimina
karsin tanimlanan pek ¢ok yan etkisi mevcuttur (1,3,4). Klinikte izlenen en 6nemli
yan etki nefrotoksisitedir. CsA araciligiyla olusan nefrotoksisite akut ve kronik olmak
iizere iki farkli formda goriilebilmektedir (3,6,7,14,39). Akut toksisite esas olarak
hemodinamik degisikliklere bagli gelismekte ve geri doniistimlii olmaktadir. CsA
etkisiyle olusan vazokonstriksiyon veya vaskiiler direng artist glomeriiler filtrasyon
hizinda ve renal kan akiminda azalmaya yol agmaktadir (6). Kronik nefrotoksisite ise
bobregin tiim kompartmanlarinda meydana gelen hasarlanmayla karakterizedir. Bu
hasarlanmada arterioler sistemde hyalin arteriolapati, intertisyel fibrozis, tiibiiler
atrofi ve glomeriiler alanda fokal ve/veya global glomeriilosklerozis gelismektedir

(3,6,7,14,39).
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Kronik CsA nefrotoksisitesi hem geri doniisiimsiiz hem de progresif olmasi
nedeniyle klinikte akut toksisiteye gore daha onemlidir. Bu toksisitenin etyolojisinde
rol oynayan patogenetik mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamistir. Buna karsin
one siirlilen pek ¢ok mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalar arasinda en 6nemli
yeri renal dokuda gelisen kronik iskemik siire¢ olusturmaktadir. Kronik iskeminin
tetikledigi inflamasyon ve oksidatif stres varligi ise artmis apopitozis ile hasarlanma

siirecinin ilerlemesine neden olmaktadir (3,6,7,14,39,42,43).

CsA’ye bagl gelisen kronik iskemi vazokonstriksiyon veya vaskiiler direng
artis1 ile baslamakta ileri donemde arterioler hyalinozis ile devam etmektedir.
Intrarenal RAS aktivasyonu, prostaglandin-tromboksan salinimi  arasindaki
dengesizlikler, endotelial disfonksiyona bagli NO ekspresyonundaki azalma CsA’ya
bagli vazokonstriksiyondan sorumlu mekanizmalar arasinda yer almaktadir. Ek olarak
endotelin-1’in asir1 sekresyonu da CsA’nin indiikledigi vazokonstriksiyonda énemli
rol oynamaktadir (3,6,7,14,32-39). Biitin bu mekanizmalar {iizerinde CsA’nin
dogrudan etkisi bulunmaktadir. Ornegin endotelin-1 bbrek ve vaskiiler yataktan CsA
araciligryla salinir. Vaskiiler tonusu artirarak kan akimini ve glomeriiler filtrasyon
hizin1 azalttig1 gibi ECM artis1 ve intertisyel fibrozis gelisimine de neden olmaktadir.
Bobrek dokusunda RAS aktivasyonu da CsA’nin dogrudan etkisi ile olugmaktadir
(6,32,33). Genel olarak kabul edilen mekanizma CsA’nin jukstaglomeriiler
hiicrelerden renin salmimini artirmasidir. RAS aktivasyonu hem hemodinamik hem
de nonhemodinamik yolla renal hasar olusturmaktadir. RAS hemodinamik
vazokonstriksiyonu kontrol ederek diisiik dereceli iskemi yaparken, nonhemodinamik
olarak tiibiilointertisyel inflamasyon ve TGF-B1 ekspresyonunu aktive etmektedir. Bu

aktivasyon hiicre hasarlanmasini takiben tiibiilointertisyel ve glomeriiler fibrozis
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artistni  da  beraberinde getirmektedir. Kan akimindaki azalma prostanoidler
lizerindeki azalmayla beraber tromboksan artist ile de iliskilidir. Tromboksan
iiretiminden sorumlu bobrek i¢i hiicreler tam olarak ayirt edilememekle birlikte, CsA
etkisiyle renal dokuda artan trombositler, monositler, mezenjial hiicreler ve

makrofajlardan salinim oldugu diisiiniilmektedir(3,6,34,49-52).

Kronik CsA nefrotoksisitesinde 6nemli olan bir baska mekanizma NO
sentezinde ve biyoyararlaniminda olan degisikliklerdir. NO vazodilator bir ajandir ve
bobreklerde vaskiiler tonusun saglanmasinda anahtar rol oynamaktadir. Kronik CsA
nefrotoksisitesinde NO’in azalmasi vazokonstriksiyona yol a¢manin yani sira
glomertiler trombozis ve iskemiyi, mezenjial hiicre proliferasyonunu, ECM protein

sentezini ve intertisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonunu artirmaktadir(6).

Kronik CsA nefrotoksisitesinde izlenen vazoaktif maddelerin kontroliindeki
dengesizlik bu toksisitenin Onlenmesinde vazodilator ajanlarin etkili olabilecegini
diistindirmiistiir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda ¢ok sayida olasi ajan denenmistir.
Bu ajanlar arasinda RAS blokorleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bunun disinda
endotelin ve tromboksan reseptdr antikorlari, NO sentez prekiirsorii olan L arginin
diger olas1 ajanlardir (6,60-62,68,69). Ancak halen net sonuglar elde edilememistir.

Bu nedenle bu konuda daha fazla ¢alisma gereklidir.

Kronik CsA nefrotoksisite modeli olusturulan deneysel calismamizda, CsA’ya
bagli kronik hasarlanmada olas1 koruyucu etkinligi olabilecek iki c¢esit ajan
degerlendirilmistir. Bu ajanlardan biri karvediloldiir. Karvedilol B1 ve B2 reseptorleri
yaninda al reseptorlerini de bloke eden giiclii bir vazodilatordiir. Karvediloliin

CsA’nin kronik nefrotoksisitesindeki olasi koruyuculugunda adrenerjik sistem
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iizerine olan etkilerinden baska antioksidan, antifibrotik ve endotelial disfonksiyon
tizerine olan olumlu etkilerinin rol oynadig1 distiniilmektedir. Karvediloliin
sergiledigi adrenerjik etki CsA araciligtyla olusan sempatik aktivite artisin1 bloke
etmeninin yan1 sira 3 reseptor bloke edici etkisi ile RAS sistemini baskilayarak Ang
[I‘nin artmus aktivitesini de engelleyebilmektedir. Boylece renal kan akiminda ve
glomeriiler filtrasyon hizinda azalma 6nlenmis olmaktadir (70-73). Karvediloliin olas1
olumlu etkilerine karsin literatiirde karvedilol ve CsA’nin beraber kullanildig:
calismalar oldukca az sayidadir. Genel olarak in vitro olan bu ¢aligmalarda kronik
nefrotoksisite iizerinde karvediloliin olumlu etkileri gézlenmistir (74). Ayni sekilde
calismamizin sonuclarina bakildiginda karvedilol alan grupta CsA grubuna gore
hasarlanma bulgularinin hem biyokimyasal olarak hem de histopatolojik olarak daha

az oldugu gorilmistiir.

CsA  kullannmina  bagli  nefrotoksisite  gelisiminde o6nde  gelen
mekanizmalardan biri NO salinnmindaki azalmadir. Karvedilol araciligiyla olusan
endotelial disfonksiyonun diizelmesi ozellikle NO basta olmak tiizere pek cok
vazodilator ajanin salinimina yardimci olmaktadir (75-77). Calismamizda karvedilol
grubunda NO seviyelerinde siklosporin grubuna gore istatiksel anlamlilik olmasa da
yilikselme oldugu goriilmiistiir. NO seviyelerinde saglanan yiikselmeler hemodinamik
etkilerin yan1 sira antifibrotik ve antiinflamatuar etkilerin olugsmasina da katki
saglamaktadir. Yapilan ¢ok sayidaki in vitro ve in vivo calismada endotelial NO
sentaz araciligiyla meydana gelen NO saliniminin antifibrotik etkiler araciligryla
glomertiler ve intertisyel fibrozisi azalttig1 gosterilmistir (69,78,79). Bu ¢aligmalarda
antifibrotik etkinligin olusmasinda NO araciligiyla inhibe olan Tip 4 kollajenin,

matriks proteinlerinin, plazminojen aktivator-1’in, a- diiz kas aktin’in ve TGF-1’in
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etkili olabilecegi one siiriilmiistiir. NO tarafindan azaltilan makrofaj infiltrasyonunun
da antifibrotik etkinlige katkida bulundugu disiiniilmektedir. Ayrica NO tarafindan
inhibe edilen adhezyon molekiillerinin ve platelet agregasyonunun lokositler {izerine
olan kemotaktik etkiyi azaltarak antiinflamatuar etkiye neden oldugu one
stiriilmektedir (78,79). Calismamizda da karvedilol grubunda izlenen yiiksek NO
seviyelerinin yukarida bahsedilen etkiler araciligiyla koruyuculugu oldugu
diistiniilebilir. Ancak NO seviyesindeki artigin isttaiksel olarak anlamli olmamasi bu
konudaki hipotezimizin tam olarak desteklenmesini engelemektedir. Buna karsin
karvedilol ile uygulanan tedavi siiresinin daha uzun olmasi durumunda NO

diizeyindeki artigin istatiksel olarak anlamlilik kazanabilecegi de diistiniilmistiir.

Calismamizda karvedilol tedavisinin bir diger olumlu etkisi de oksidatif stres
parametrelerinden MDA diizeyinde yaptig1 azalmadir. Karvedilol ve CsA’nin beraber
verildgi gruplarda MDA diizeylerinin CsA alan gruba gdre ve hatta kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu izlenmistir. Ayrica doku
MDA '’larindaki azalmanin tedavi gruplar i¢inde en fazla karvedilol grubunda oldugu
goriilmistiir. Benzer sekilde literatiirdeki in-vitro g¢aligmalarin sonuglarinda da
karvediloliin antioksidan etkisi Ozellikle vurgulanmistir (70-74). Kronik CsA
nefrotoksisitesinin olusumunda artan oksidatif stresin ne kadar etkili oldugu goz
ontlinde tutulursa, MDA diizeylerinde saglanan bu azalmanin CsA nefrotoksisitesinin

onlenmesinde biiyiik 6nem tasiyabilecegi diisiiniilebilir.

Kronik CsA nefrotoksisitesinde oksidatif stres artisi direk olarak CsA’nin
uyaric etkisiyle olabilecegi gibi kronik iskemik siirecin tetiklemesi ile de olmaktadir.

Oksidatif stres varliginda olusan serbest oksijen radikalleri hiicre harabiyetine ve
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sonucta apopitozis araciligryla hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. Artan hiicre 6liimii
beraberinde tiibiiler atrofi ile birlikte intertisyel fibrozis olusumuna yol agmaktadir
(6). Bu nedenle apopitozis varligi kronik CsA nefrotoksistesine giden yolda baslangi¢
noktasini olusturmaktadir. Oksidatif stresin kronik CsA nefrotoksisitesindeki olumsuz
etkileri ilk kez CsA tedavisi verilen ratlarda antioksidan ozellikteki Vitamin E’nin
bobrek Tlizerine koruyucu etkilerinin gdsterilmesi ile konulmustur. Wang ve
ark’larinin uninefrektomize ratlarda yaptiklar1 calismada 8 hafta sonunda, vitamin E
antioksidan etkinligi ile lipid peroksidasyonunu ve serbest oksijen radikallerini
ortamdan uzaklastirarak hiicre 6liimiinde ve hasarlanmasinda azalma saglamistir (43).
Bu sonuglar oksidatif stresin CsA toksisitesindeki Onemini desteklemistir.
Calismamizda hem CsA hem de kontrol grubuna gore karvedilol araciligiyla saglanan
MDA diizeylerindeki belirgin azalma bu tedavinin kronik CsA nefrotoksisitesinde
koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir. Caligmamizda bu goriisii destekler sekilde
bu grupta kronik hasarlanmanin baslangi¢ noktasi olan apopitozis varliginda belirgin

azalma izlenmistir.

Karvediloliin oksidatif stresi azaltici etkisi vazodilatasyon araciligiyla olusan
kronik iskemik siiregteki azalmanin yani sira antioksidan parametrelerde artig yaparak
serbest oksijen radikallerinin ortamdan temizlenmesine de bagh olabilir.
Calismamizda MDA gibi oksidan gostergelerde azalma ile beraber antioksidan bir
parametre olan doku SOD seviyesinde artis izlenmistir. Buna goére doku SOD
diizeyleri karvedilol grubunda hem kontrol, hem de siklosporin grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ karvediloliin oksidatif stresi belirgin
olarak azaltic1 etkisini agiklamaya yardimci olmaktadir. Histopatolojik degerlendirme

g6z oniine alindiginda karvediloliin olas1 antioksidan etkinliginin yani sira endotelial
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fonksiyon iizerine olan olast olumlu etkilerinin bu grupta tiibiiler toksisite ile beraber

apopitozisin azalmasinda etkili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Calismamizda degerlendirilen diger bir tedavi atorvastatindir. Atorvastatin
statin grubunda yer alan antilipidemik bir ilactir. Statinler HMG CoA rediiktaz
inhibitoridiirler ve giiglii bir sekilde kolesterol biyosentezini engellemektedirler. Bu
etkilerinden bagimsiz olarak statinlerin pleotropik etkileri de mevcuttur. Bu etkiler
arasinda endotelial fonksiyonun normalizasyonu ve restorasyonu, NO sentezinin
artirtlmasi, oksidatif stresin ve inflamasyonun azaltilmasi yer almaktadir. Bu
pleotropik etkiler araciligiyla statinlerin kronik CsA nefrotoksisitesinde intertisyel
inflamasyonu, oksidatif stresi ve fibrozisi iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
yapilan deneysel calismalarda statinlerin kronik bobrek hasarlanma siirecinde
mezanjial ve vazkiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu bozarak, mezanjial matriks
ekspansiyonunu ve makrofaj infiltrasyonunu engelleyerek renal hasarlanmay1
azaltabildigi gosterilmistir (80-82). Bu sebeple statinlerin progresif bir hasarlanma
stireci olan kronik CsA nefroksisitesinin yavaslatilmasinda da faydali olabilecegi
diistiniilmiistiir. Buna karsin bu konuda az sayida calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar
icerisinde Li ve ark’larinin, 6 grup olusturarak toplam 40 ratla yaptiklar1 deneysel
calismalarinda pravastatin tedavisinin CsA kronik nefrotoksisitesinde etkili
olabilecegi One siiriilmiistiir. Bu calismada, pravastatin verilen ratlarin bobrek
dokularinda inflamasyon ve fibrozisin yavagladigi izlenmistir (81). Calismamizda da
benzer sekilde bobrek fonksiyon testlerinin ve histopatolojik bulgularin atorvastatin
grubunda CsA grubuna gore daha iyi oldugu goézlenmistir. Bu olumlu etkinin
olusmasinda atorvastatinin yukarida bahsedilen pleotropik etkileri rol oynayabilir. Bu

pleotropik etkiler i¢inde antioksidan etki nefrotoksisitenin dnlenmesinde biiyiik 6nem
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tagimaktadir. Literatiirde Zhouu-Seng ve ark’larmin 35 ratla yaptiklari, 10 hafta siiren
deneysel ¢alismalarinda statin tedavisi alan ratlarda renal dokuda oksidatif stresin
baskilanabildigini 6ne slirmiiglerdir (80). Ayni sekilde c¢alismamizin sonuglarina
baktigimizda da statin tedavisi alan grupta oksidatif stresin gostegesi olan doku MDA
diizeylerinin CsA alan gruba gore anlamli olarak azaldigi izlenmistir. Ayrica
antioksidan parametre olan doku SOD diizeylerinde de hem kontrol grubuna hem de
siklosporin grubuna gore anlamli diizeyde artis oldugu izlenmistir. Bu sonucun
atorvastatin grubunda izlenen biyokimyasal ve histopatolojik renal iyilik halinin

aciklanmasinda etkili olabilecegi diigtinlilmiistiir.

Statin tedavisinin renal dokuda olusturdugu bir baska olumlu etki de NO
seviyelerinde saglanan yiikselmedir. Statin tedavisi hem eNOS ekspresyonunda artma
yaparak NO sentezini artirirken, hem de NO’in biyoyararliliginda artisga neden
olmaktadir. NO biyoyararliliinin 6zellikle serbest oksijen radikalleri araciligiyla
bozuldugu g6z Oniinde tutulursa, statin tedavisi ile saglanan antioksidan etkinin ayni
zamanda NO biyoyararliligina da katki saglayabilecegi one siirtilmektedir. Literatiirde
renal dokuda NO ve serbest oksijen radikallerinin beraber degerlendirildigi
caligmalarda statin tedavisinin iki faktor iizerine olan karsit etkisi izlenmistir. Ancak
bu calismalarda statin tedavisinin NO iizerine olan etkisi sadece serbest oksijen
radikallerinin azaltic1 yondeki etkisi ile degil dogrudan NO sentazi artirict etki ile de
olustugu oOne siiriilmiistiir. Statinlerin, bu sekilde bobrek dokusunda NO {iretiminde
artisa yol acarak, oksidatif stresi azalttigi, renal hasarda gerileme sagladigi sonucuna
varilmistir (3,80-82). Calismamizin sonuglarina baktigimizda atorvastatin grubunun

NO degerlerinin CsA grubuna gore yliksek seyrettigi goriilmiistiir. Ancak tedavi
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stiresinin kisa olmasi nedeniyle bu yiikselmenin istatiksel anlamliliga ulasmadigi

diistiniilmiistiir.

Kronik CsA nefropatisinde yaygin fibrozis gelisimi kronik hasarlanmada son
noktayr olusturmaktadir. Bu hastalarda renal dokuda artmis inflamatuar siire¢
fibrozisin olugmasinda 6nemli rol oynamaktadir (6,7). Statin tedavisi ile saglanan
antinflamatuar etki bu nedenle biiyiilk 6nem tagimaktadir (80-82). Antiinflamatuar
etkinin olugmasinda kronik CsA nefrotoksisitesinde 6nemli yeri olan OSP
ekspresyonunun supresyonu etkili olabilir. OSP yiiksek oranda asidik fosfoprotein
icermektedir. Bu 0zelligi nedeniyle makrofaj ve monositler i¢in kemotaktik faktor
olarak etki etmektedir. CsA araciligiyla renal dokuda OSP ekspresyonunun artmasi
kemotaktik etki ile makrofaj ve monosit infiltrasyonunu artirmaktadir. Sonugta
inflamasyon artis1 ile beraber fibrozis gelismektedir (3,6,7,14,39). Yapilan deneysel
calismalarda OSP ekspresyonu olmayan ratlarda kronik CsA nefrotoksisitesinin
iyilestigi goriilmistiir. Bu nedenle OSP’nin CsA’nin indiikledigi renal hasarda
patogenetik oldugu diistiniilmektedir (3,6,7,14,39). Calismamizda atorvastatin
grubunda daha belirgin olmak {izere tedavi gruplarinda CsA grubuna gore daha az
siklikta ve yogunlukta OSP boyanmasi oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun olugsmasinda
atorvastatinin dogrudan OSP’i baskilayici etkisinin yan1 sira antioksidan etkisinin de
etkili olabilecegi diisiiniilebilir. Benzer sekilde karvedilol grubunda da izlenen

antioksidan etki OSP baskilanmasinda etkili olabilir.

Statin tedavisi ile supresyon saglanan bir bagka parametre TGF-B1 sitokinidir
(80-82). Glomeriiler ve tiibiilointertisyel fibrozis ile karakterize bobrek

hastaliklarinda TGF-B1 anahtar molekiildiir. in vitro ve in vivo calismalarda CsA
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eklenmesi ile doz bagimli olarak TGF-B1 ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir. TGF-
Bl ECM iretimini ve yikimini etkileyerek tiibiilointertisyel fibrozise yol acar
(3,6,7,14,39). Yapilan deneysel ¢aligmalarda TGF-B1°1 notralize eden antikorlar CsA
nefropatisinde izlenen morfolojik degisikliklerde diizelme saglamislardir (83). Statin
tedavisi ile de TGF-B1 basta olmak iizere PAl de saglanan baskilanma kronik
siklosporin  nefrotoksisitesindeki fibrozisin azalmasmi saglamaktadir (80-82).
Calismamizda TGF- B1 ekspresyonunun degerlendirilmemis olmasi eksiklik olarak
diistiniilebilir. Ancak karvedilol grubunda oldugu gibi atorvastatinin grubunda da
izlenen apopitozis varligindaki azalma ile TGF- B1 ekspresyonu ile birlikte fibrozis

gelisiminde belirgin azalma olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda elde edilen bir diger sonu¢ karvedilol ve atorvastatinin
kombine kullanildig1 grupta bobrek fonksiyon testlerinin ve histopatolojik bulgularin
genel olarak hem CsA grubuna hemde diger tedavi gruplarina gore daha iyi olmasidir.
Bu sonu¢ tedavi segeneklerinin ayri ayri etkileri diigiiniildigiinde beklenen bir
sonugtur. Kronik CsA nefrotoksisitesinde karvediloloiin adrenerjik sistem iizerine
olan etkileri, atorvastatinin dogrudan anti-inflamatuar etkileri disinda her iki ilacin
oksidasyonu ve OSP ekspresyonunu engelleyici, NO sentezini ve biyouyumlulugunu
artirict etkileri ortaktir. Calismamizda CsA grubuna gore calisma parametreleri
iizerine kombine tedavinin etkilerine bakildiginda OSP varliginin ve MDA’ nin daha
diisiik, SOD ve NO degerlerinin daha yiiksek oldugu izlenmistir. Sonucgta kombine
tedavinin inflamasyon, oksidatif stres ve NO sentezi lizerine olan bu olumlu
etkilerinin biyokimyasal olarak bobrek fonksiyonlarmmin daha iyi korunmasma ve

histopatolojik olarak apopitozisin azalmasina yardimci oldugu diisiiniilmiistiir.
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Calismamizda karvedilol ve atorvastatinin oksidatif stres, antioksidan etki,
NO ve OSP gibi proinflamatuar faktorler iizerine olan etkilerine bakilmistir. Buna
karsin  TGF-B1, fibronektin gibi  profibrotik  belirteglere  olan  etkiler
degerlendirilmemistir. Bu durum karvedilol ve atorvastatinin CsA bagl kronik
hasarlanmada fibrozis {izerine olan etkilerini dogrudan yorumlamay1 zorlastirmstir.
Bunun disinda ¢alismamizdaki bir diger zayif nokta da histopatolojik olarak kronik
toksisite bulgularinin tam olarak izlenmemesidir. Calisma siiremizin kisa olusu bu
histopatolojik bulgularin yeterince ortaya ¢ikmasina engel olmus olabilir. Buna karsin
ozellikle CsA grubunda izlenen yogun apopitozis varligmmin CsA’ya bagli renal
dokuda olusan kronik hasarlanma siirecinin gostergesi oldugu diistiniilmistiir.
Literatiirde benzer modellemelerin yapildig1 calismalarda 6zellikle apopitozis varligi
kronik CsA nefrotoksisitesinin gdstergesi olarak kabul edilmistir (64,84).
Apopitozisin bu hasarlanmada oncii lezyon olmasi nedeniyle, ¢alismamizin devami
durumunda artmis apopitozisi, fibrozis basta olmak iizere diger histopatolojik

bulgularin izleyebilecegi diistintilmiistir.

Sonug olarak; kronik CsA nefrotoksisitesi bobregin biitiin kompartmanlarinda
olusan geri doniisiimsiiz histolojik hasarlanma ile iligkilidir. Geri doniisiimsiiz ve
ilerleyici olmasi nedeniyle klinikte son donem bdbrek yetmezligine kadar
ilerleyebilmektedir. Biyokimyasal olarak renal fonksiyonlar stabil bile olsa
histopatolojik olarak bozulma mevcut olabilir. Bu nedenle CsA’nin kronik
nefrotoksisitesinin  Onlenmesi biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu konuda yapilan
caligmalarda pek c¢ok farmakolojik ajan denenmistir. Ancak halen kesin olarak
tanimlanmig  bir ajan  bulunmamaktadir. Kronik CsA  nefrotoksisitesinin

etyopatogenezi goz oniinde bulunduruldugunda NO basta olmak iizere vazoaktif
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maddelere etkisi olan, antiinflamatuar, antioksidan, antifibrotik ilaglarin koruyucu
Ozellikte olabilecegi One siiriilmiistiir. Calismamizda kullanilan atorvastatin ve
karvedilol tedavilerinin bu etkileri iceren ajanlar olmasi nedeniyle kronik CsA

nefropatisinde koruyucu olabilecekleri diiginiilmistiir.

Sonugta ¢alismamizda karvedilol ve atorvastatin tedavilerinin kronik CsA
nefropatisine karst hem biyokimyasal hem de histopatolojik diizeyde koruyucu
ozellikte oldugu gorilmiistiir. Bu ajanlar ile renal dokuda proinflamatuar, oksidan
parametrelerde azalma ve NO diizeyinde artis izlenmistir. Bu etkilerin bobrek
fonksiyonlarinin histopatolojik ve biyokimyasal olarak korunmasinda fayda saglamis
olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu tedavilerin ayr1 ayr1 bobrek fonksiyonlarinda sagladigi
koruyucu etki kombine tedavi ile daha belirgin olmustur. Ancak bu tedavilerin
koruyucu etkilerinin daha iyi tanimlanabilmesi i¢in in vitro ¢aligmalarin yani sira in
vivo calismalara da ihtiyag vardir. Ek olarak kronik CsA nefrotoksisitesinin
etyopatogenezinin ¢ok faktorlii oldugu goz oniine alindiginda, bu toksisiteye karsi
renal koruyuculukta tek bir ajanin yeterli olmayabilecegi diistiniilebilir. Bu nedenle
bu konuda ¢oklu tedavi kombinasyonlarinin birlikte kullanildig1 in vivo calismalar

daha fazla fayda saglayabilir.
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OZET

Siklosporin (CsA) transplantasyon ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan, immiinsupresif bir ajandir. Ancak CsA kullanimi ile
saglanan bu terapotik faydalara ragmen klinik kullanimda hem transplantasyonlu
hastalarda hem de diger grup hastalarda ¢ok sayida yan etkisi (nefrotoksisite,
norotoksisite, hepatotoksisite, hipertansiyon, dislipidemi, kozmetik sorunlar,
malignensi ve kardiyovaskiiler olaylarda artma) bildirilmistir. Bu yan etkiler i¢inde en
onemlisi kronik CsA nefrotoksisitesidir. Kronik CsA nefrotoksisitesi bobregin
arteriol, tiiblilointertisyel doku ve glomeriillerinde olusan geri doniisiimsiiz histolojik
hasarlanma ile iligkilidir. Klinikte bu hasarlanma progresif renal disfonksiyon ile
sonuglanmaktadir. Baz1 vakalar son donem bobrek yetmezligine ilerleyebilmektedir.
Bu nedenle bu toksisitenin Onlenmesi biiyiik Onem tasimaktadir. Kronik CsA
nefropatisinin dnlenmesinde siklosporinin kesilmesi ve doz azaltilmasinin yaninda
farmakolojik ajanlarda one siiriilmektedir. Bizim bu ¢alismada amacimiz kronik CsA
kullanimmnin biyokimyasal ve histopatolojik olarak bobrek fonksiyonlarina, renal
dokudaki serbest oksijen radikallerine, antioksidan enzimlere, osteopontin ve NO
diizeyleri lizerine olan etkilerinin arastirilmasi ve kronik CsA kullaniminda karvedilol
ve atorvastatin tedavilerinin ayri ayr1 ve kombine olarak bobrek fonksiyonlari
iizerine, biyokimyasal ve histopatolojik diizeyde, koruyucu etkilerinin
degerlendirilmesi ve bu olast koruyucu etkilerin serbest oksijen radikalleri,

antioksidan enzimler, osteopontin ve NO diizeyleri ile ilgisinin aragtirilmasidir.

Calismaya 30 adet erigkin 200-250 gram agirliginda Wistar tipi erkek albino
rat alindi. Denekler her grupta 6 rat olmak iizere randomize olarak toplam 5 gruba

ayrildi. Birinci gruptakilere (kontrol grubu) 2 ml serum fizyolojik, 2. gruptakilere
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(CsA grubu) 25 mg/kg/giin dozunda CsA, 3. gruptakilere (CsA+Karvedilol grubu) 25
mg/kg/giin dozunda CsA ve 4 mg/kg dozunda karvedilol, 4. gruptakilere
(CsA+Atorvastatin grubu) 25 mg/kg/giin dozunda CsA ve 10 mg/kg dozunda
atorvastatin, 5. gruptakilere (CsA-+Karvedilol+Atorvastatin grubu) 25 mg/kg/giin
dozunda CsA, 4 mg/kg dozunda karvedilol, 10.mg/kg dozunda atorvastatin 21 giin
boyunca cilt altina uygulandi. Tiim deneklerin serum kan iire azotu (BUN) ve
kreatinin diizeyi dl¢iildii. Kreatinin klirensleri hesaplandi. Bobrek dokusunda MDA,
SOD, NO diizeyleri  0l¢iildii.  Histopatolojik  degerlendirme  yapildi.

Immiinohistokimyasal yéntemle osteopotin varlig1 degerlendirildi.

Sonugta ¢alismamizda karvedilol ve atorvastatin tedavilerinin kronik CsA
nefropatisine karst hem biyokimyasal, hem de histopatolojik diizeyde koruyucu etki
gosterdigi goriildii. Bu ajanlar ile renal dokuda proinflamatuar ve oksidan

parametrelerde azalma, ayrica NO diizeyinde artis izlendi.

Anahtar kelimeler: Siklosporin nefrotoksisitesi, Atorvastatin, Karvedilol
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ABSTRACT:

Effects of Atorvastatin and Carvedilol on chronic Cyclosporine nephrotoxicity in
rats.

Cyclosporine (CsA) is widely used in the treatment of autoimmune diseases
and transplantation, as an immunosuppressive agent. Despite the therapeutic benefit
provided by the use of CsA, in clinical usage with the large number transplant and
other groups of patients, side-effects (nephrotoxicity, neurotoxicity, hepatotoxicity,
hypertension, dyslipidemia, cosmetic problems, malignancy, and an increase in
cardiovascular events) also have been reported. The most important of these side
effects is chronic CsA nephrotoxicity. Chronic CsA nephrotoxicity is associated with
irreversible histological damage in renal arterioles, tubulointertitial tissue and
glomerulus. Clinically, this injury results in progressive renal dysfunction. In some
cases, end-stage renal failure can be developed. Therefore, prevention of this toxicity
is of great importance. Pharmacological agents have also been proposed in addition to
discontinuation of cyclosporine and reducing the dose in order to prevention of
chronic CsA nephropathy. Our aim of the study was to evaluate the effects of the
chronic usage of CsA on biochemical and histopathological effects on kidney, free
oxygen radicals by renal tissue, antioxidant enzymes, osteopontin and NO levels, also
to determine the effects of chronic therapy with carvedilol and atorvastatin separately
and in combination on biochemical and the histopathologic level renal functions, and
to ivenstigate the possible protective effects of theese therapies on free oxygen

radicals, antioxidant enzymes, osteopontin and NO levels.

30 adult male Wistar albino rats weighing 200-250 grams were included. The

subjects were randomized to each group of six rats were divided into 5 groups. The
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first group (control group) 2 ml of saline, second group (CsA group) 25 mg/kg/day
CsA, thirth group (CsA + Carvedilol group) 25 mg/kg/day CsA and 4 mg/kg
carvedilol, fourth group (CsA + atorvastatin group) 25 mg/kg/day CsA and 10 mg/kg
atorvastatin, fifth group (CsA + Carvedilol + atorvastatin group) 25 mg/kg/day CsA,
4 mg/kg carvedilol and 10 mg/kg atorvastatin were received subcutaneously for 21
days. All subjects’ serum blood urea nitrogen (BUN) and creatinine levels were
measured. Creatinine clearance was calculated. Renal tissue MDA, SOD, NO levels
were measured. Histopathologic evaluation was performed. The presence of

osteopontin was evaluated by immunohistochemistry.

As a result of our study atorvastatin and carvedilol treatments were found to
be protective against biochemical and histopathological alterations seen in chronic
CsA nephropathy. These agents also decrease the proinflammotory and oxidant

parameters of renal tissue and increased NO level.

Key words: Cyclosporine nephrotoxicity, Atorvastatin, Carvedilol
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