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GIRIS

Siklosporin A (CsA) cocukluk ¢aginda allojenik transplantasyon
sonrasi gelisen doku reddini 6nleme, nefrotik sendrom ve bazi otoimmun
hataliklarin tedavilerinde son donemde artarak kullanilan, etkin bir ajandir.

CsA’nin klinik kullanima girmesinden sonra allojenik transplantasyonu
izleyen doku reddini 6nlemede ve bu hastalarda hastanede kalim surelerinde
azalma, yasam suresi ve kalitesinde artis saglanmasinda 6nemli oranda
basarili sonuglara ulasiimistir (1).

Steroide duyarli nefrotik sendrom tedavisinde kullanma girmesi ile
kullanilan steroid dozlari ve sirelerinde azalma saglanmis ve boylelikle
steroid kullanimina bagli yan etkilerde azalma saglanmistir. Steroide direngli
nefrotik sendromda tedavi protokollerine girmesiyle hastalarin mortalite ve
morbiditesinde anlamli azalmalar saglanmistir (2).

Etkin bir ajan olmasina ragmen CsA’nin bazi mindr yan etkileri
olabildigi gibi geri donlisumsuz nefrotoksisite gelismesi gibi 6nemli yan
etkileri de bulunmaktadir. Nefrotoksik yan etkileri akut ve kronik olarak
siniflandiriimakta ve her iki durumda da ilacin kullanimi kisitlanabilmektedir.
Akut nefrotoksisite doz bagimli olup, doz ayarlanmasi yapildiktan sonra geri
donusum gostermektedir. Kronik nefrotoksik etkiler uzun sireli kullanimlarda
kan ilag duzeyi normal sinirlar icinde olsa dahi gorulebilmekte ve geri
dénusumsuz olmaktadir (3, 4).

Kok hlcre tedavileri, guinumuzde tibbin birgcok alaninda deneysel
olarak veya bazi alanlarda klinik uygulamaya girmis dnemli tedavi
yontemleridir. KOk hicreler embriyodan veya embriyo digi olmak Uzere
baslica iki temel kaynaktan elde edilir. Kaynak ne olursa olsun kok hucreler



hedefe yonelik olarak farkhlastirilabilmekte ve boylelikle amaca uygun olarak
tedavide kullanilabilmektedir (5, 6).

Mezensimal kok hicreler kararli genetik gecmigleri olan, malign
transformasyona donltsum riskinin daha az oldugu, embriyonik kdk hicrelere
oranla daha kolay elde edilebilen ve buna bagh olarak sonu¢ almanin daha
kolay oldugu ve etik sorunlarin daha az yasandigi, diger kok hucre
kaynaklarina goére avantajli olan gruptur (6).

Bu calismada tedavi dozunda CsA verilen siganlarda gelisen kronik
nefrotoksik histopatolojik dedisiklikler Uzerinde, kemik iligi kaynakli

mezensimal kok hicre uygulamasinin etkilerinin arastiriimasi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siklosporin A:

CsA, 1971 yilinda Borel ve ark. tarafindan kesfedilmis ve 1976 yilinda
yine ayni grup ilacin immunosupresif etikisini tanimlamistir. 1980’li yillarda
klinik uygulamada yerini almis ve sonraki donemde kullanim sikhigi giderek
artmistir (3,7) .

CsA, takrolimus (FK506) ve pimekrolimus (FK520) ile birlikte kalsindrin
inhibitdrleri (KNI) olarak bilinen immunosupresif etkili ilaglar grubunda yer
almaktadir (8).

Tolypocladium inflatum cinsi mantardan cikartilan lipofilik,1206.6
dalton molekudl agirliginda olan, 11 aminoasitli (undekapeptid) siklik non-
ribozomal bir polipeptiddir (C62H111N11012) (1,9,10). (Sekil 1)
Tolypocladium inflatum, CsA ile birlikle kiiguk degisiklikler iceren toplam 25
dogal siklosporin olusturur. Bunlarin i¢cinde biyolojik olarak en aktif olan
CsA’dir (1,11). immunosupressif etkinliginin yiiksek olmasi nedeniyle
allojenik solid organ transplantasyonu sonrasi doku reddinin énlenmesi, Graft
versus Host (Ki transplantasyonu sonrasi) reaksiyonu, steroide duyarli ve
direncli nefrotik sendrom ve bir¢gok otoimmun hastaligin (Crohn Hastaligi ve
ulseratif kolit, romatoid artrit, dermatomyozit, polimiyozit, sistemik lupus
eritematozus, Behcet hastaligi, pemfigus, psoriasis, atopik dermatit)

tedavisinde kullaniimaktadir.



Sekil 1: Siklosporin’ in biyokimyasal yapisi
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2.1.1 Etki mekanizmasi :

CsA etkisini sitozolik bir reseptor olan sitofiline baglanarak baglatir.
Olusan ilag-protein kompleksi, kalsinérine baglanarak onu segici olarak
inhibe eder. Kalsinorin bir defosfataz enzimidir. Antijenik uyari sonrasinda
hiicre igi kalsiyum kalmodulin sistemi ile baglantili etki gosterir. inaktive
durumda bulunan NF-AT’dan (Aktive T Hucre Nukleer Faktori) bir fosfat
grubu koparak onu aktive eder ve hlcre ¢ekirdegine girmesini saglar. NF-AT
cekirde@e girdikten sonra interlokin 2 (IL-2) geninin promotor bdlgesine
baglanarak gen transkripsyonunu ve boylelikle IL-2 Gretimini arttirir. CsA bu
zinciri kalsinorin duzeyinde engelleyerek IL- 2 sentezini ve salinimini azaltir.
Bunun disinda interldkin 4 (IL- 4), interferon-gama (IFNy), tumor nekrozis
faktor-alfanin (TNFo) gen transkripsiyonu ve IL-2 reseptor (IL-2R)
ekspresyonunu engeller. Boylelikle yardimci ve sitotoksik T hicre
proliferasyonu ve aktivasyonu durur (3, 8, 12-14).

B hicrelerine direk etkisi olmasa da T hlcre bagimh antikor Gretimini

azaltarak hucresel immun yaniti da etkiler. Ayrica in vitro galismalarda insan



bazofil ve derideki mast hucrelerinden histamin salinimini inhibe ettigini
bildiren galigmalar mevcuttur (1). Ancak makrofajlar Gzerine inhibitor etkisi
yetersiz oldugundan bu hucreleri baskilamak icin steroid ile birlikte kullanilir.
Natural killer (NK) hicrelere ve supressor T hiicrelere etkisi yoktur (15). CsA
immunsupresif tedavi igin kullanilan diger ilaglarin aksine kemik iligi
supresyonu yapmaz (12,16).

2.1.2. Farmakokinetigi ve Farmakodinamigi:

CsA oral yolla alindiktan sonra gastrointestinal kanalin Ust
kisimlarindan % 30-35 oraninda emilir. Suda ¢oézunarlgunin ¢ok dusuk
olmasi nedeniyle ilacin biyoyararlanimini arttirmak amaciyla oral formlari
zeytinyagi ve etanolden olusan mikroemulsiyon seklinde (sollisyonlarda ya
da jelatin kapsul seklinde) hazirlanmigtir (1). CsA’'nin oral biyoyararlanimi
oldukga degisken olup % 8-60 arasinda olup safra akimi, safra icerigi,
yiyecekler, birlikte alinan diger ilaglar ve bagirsak motilitesi ile yakindan
ilgilidir. Yag icerigi fazla olan yemekler ve plazma lipoprotein miktari CsA’nin
farmakokinetigini ve metabolizmasini etkiler. Bazi ¢calismalarda, yag icerigi
fazla olan yemek yedikten sonra oral CsA’nin biyoyararlaniminin arttigi
gosterilmigtir (17).

CsA kanda % 60 oraninda eritrosit icinde, % 8-10 lenfosit ve
granulositer i¢cinde, % 30 oraninda da plazmada bulunur. Plazmada
proteinlere bagli olarak taginir. Bunlarin buyuk ¢cogunlugu lipoproteinler
olmakla birlikte % 10-20 oraninda albimin ve globuline baglanarak tasinir.
Lipoproteinlere bagh olanlarin buyuk kismi LDL’ye (low density lipoprotein -
dusuk yodunluklu lipoprotein) baglanir. Dokular arasi dagilimini arastiran
calismalar, CsA’nin dagiliminin LDL reseptorlerinin dagilimina uydugunu
gosterir. En ¢ok yag dokusu, karaciger, pankreas ve bobreklerde biriktigini
gOstermigstir. Bagirsak ve beyinde ¢ok az bulunur (1, 8, 18).

CsA’nin bagirsaktan emilimi P- glikoprotein ve sitokrom p450(CYP450
3A4) aktivitesi ile iligkilidir. CsA metabolizmasi karaciger, gastroinestinal
sistem ve az miktarda da bobrek tarafindan gergeklestirilir. Mikrozomal enzim
sisteminde bulunan CYP450 3A4 enzimi CsA metabolizmasinin temel

enzimidir. Gastrointestinal sistemde metabolizmasi en ¢ok ince badirsakta ve



P-glikoprotein ve CYP450 3A etkisiyle olmaktadir. Karacigerdeki
metabolizmasi CYP450 3A4 etkili oksidasyon ve konjugasyon reaksiyonu ile
gerceklestirilen iki tip metabolik reaksiyon ile olur (19). En énemli atihm yeri
inaktif metabolitlerinin safra yoluyla atilimidir. Bu nedenle karaciger ve safra
sistemi bozukluklarinda atilimi azalir. CYP450 3A4 enzim sistemini etkileyen
ilaglar CsA’nin metabolizmasini etkiler. CsA’nin biyoyararlanim ve
metabolizmasinda CYP450 3A gen polimorfizminin etkisiyle farkliliklar
oldugunu gdsteren galismalar bulunmaktadir (20). Eliminasyon yari émru
bireysel farklliklar gdstermekle birlikte ortalama 19-40 saattir. idrarla atilimi
¢ok az olup alinan CsA’nin 96 saat icinde ancak % 0,1' i idrarla degismeden
atilir. Fazlali§gi durumunda hemodiyalizle iyi temizlenemez. Clnkli damar digi
dagilim orani yuksek, proteinlere ilgisi fazladir (1, 21, 22).

2.1.3. ilag etkilesimi ve monitérizasyonu

CsA, CYP 450 mikrozomal enzim sistemi ile metabolize edildigi i¢in
enzim induksiyonu veya inhibisyonu yapan birgok ilagla etkilegime
girmektedir (Tablo 1). Karacigerde CYP450 3A4 enzim indUuksiyonu yapan
steroidler, karbamazepin, fenobarbital, rifampisin, fenitoin gibi ilaglar CsA’nin
kan seviyesini azaltarak etkinligini azaltir. CsA’nin intestinal metabolizmasini
etkileyen bir diger faktor olan P-glikoproteini indukleyen karbamazepin,
rifampisin, fenitoin gibi ilaglar da CsA kan duzeyini azaltir.

Ketokonazol, flukonazol gibi azol tarevi antifungaller, klaritromisin,
eritromisin gibi makrolidler, verapamil, diltiazem gibi kalsiyum kanal
blokerleri, sertralin, fluvoxamin, ergotamin, etinil 6stradiol, allopurinol,
atorvastatin, simvastatin ve losartanin CYP450 3A4’l inhibe ederek CsA
seviyelerini ve toksisite riskini arttirdigi bildirilmistir. Ayrica greyfurt suyu gibi
kimyasal olmayan bazi maddeler de enzim inhibisyonu yapabilir. Digoksin de
P-glikoproteinini inhibe ederek serum CsA seviyesini arttirabilir (1, 23-27).

Bununla birlikte aminoglikozidler, amfoterisin B, florokinolonlar gibi

nefrotoksik ilaglar CsA’nin nefrotoksik etkilerine sinerjistik etki gosterebilirler.



Tablo 1: CsA ile etkilesime giren ilaglar

CYP450 3A CYP450 3A P-glikoprotein | P-likoprotein Nefrotoksik
inhibisyonu indiiksiyonu inhibitoérleri indiiktorleri sinerjistik etkili
yapanlar yapanlar ilaglar
Ketokonazol Karbamazepin Digoksin Karbamzepin | aminoglikozidler
Klaritromisin Fenobarbital Fenobarbital amfoterisin B
Eritromisin Rifampisin Rifampisin Florokinolonlar
Verapamil Fenitoin Fenitoin Melfalan
Diltiazem Silfinpirazon Silfinpirazon | Antiinflamatuar
ilaglar
Sertralin Mayasil otu Mayasil otu
Fluvoxamin Steroidler
Ergotamin
Dihidroergotamin
Etinil Ostradiol
Progesteron
Allopurinol
Atorvastatin
Losartan
Greyfurt Suyu

CsA’nin terapdtik indeksinin dar olmasi ve birgok ilagla etkilesime
girerek subterapotik ve toksik dizeylere gelebilmesi nedeniyle kan duzeyinin
monitorizasyonu onemlidir. Uygulandiktan sonra yuksek konsantrasyona
ulasma suresi 0-4 saat arasindadir (1, 8). Eriskin ve ¢ocuklarda yapiimis
bircok galismada C2’nin (CsA ikinci saat degeri) CsA kan duzeyinin
monitorize edilmesinde ortalama deger olarak C0O’dan (CsA sifirinci saat
degeri) daha yararli olabilecegi belirtiimistir (8, 28-31).

2.1.4. Siklosporin A’nin klinik kullanimi:
2.1.4.1. Nefrotik sendromda kullanimu:

CsA’nin, cocuklar ve yetiskinlerde nefrotik sendrom tedavi
protokollerine girmesinden bu yana, 6zellikle sik relaps gdsteren nefrotik
sendrom ve steroide direncli nefrotik sendrom olgularinda yaygin olarak

kullaniimaktadir. Tedavide steroidlerle kombine kullanim ile ylksek remisyon




oranlarinin saglanmasinda ve steroid kullanimina bagh yan etkilerin
azaltilmasinda onemli rol oynamaktadir (2, 32-34).

Anti-proteinurik etkisini, lenfokin sekresyonunun inhibisyonu yoluyla
sagladiglr immunolojik etki, renal vazokonstruksiyon ve buna bagl glomeruler
filtrasyon oraninda azalma, elektrokimyasal bariyeri etkileyerek glomerul
bazal membran gegirgenligini azaltarak gosterdigini belirten galismalar
mevcuttur (35).

Oral form erigkinlerde 2- 5 mg/kg/G olarak ve ¢ocuklarda 3-6 mg/kg/G
olarak kullanilir. Cocuklarda klirens erigkinlere oranla daha ¢ok oldugundan
kullanilan doz daha yuUksektir (2, 32, 36-38).

Steroide direncli fokal segmental glomerllosklerozlu hastalarda
yapilan bir calismalarda, CsA verilen grupta % 33 hastada tam remisyon
saglanirken, % 67 hastada kismi remisyon saglanmistir. Plasebo verilen
grupta ise higbir hastada tam remisyon gézlenmezken % 17 hastada kismi
remisyon saglanmistir (36).

Bir diger calismada 45 cocuk ve erigkin hasta, CsA tedavisi alanlar ve
destek tedavisi alanlar olarak iki gruba ayrilmisg; izlem sonrasinda erigkinlerde
% 59 tam remisyon saglanmigtir. Kontrol grubunda ise % 16 tam remisyon
saglanmistir. Calismaya katilan gocuklarda ise % 40 tam remisyon
saglanirken % 20 kismi remisyon saglanmistir (37).

Bilinen nefrotoksik etkilerinin olmasi nedeniyle, tedavide CsA
kullanilacak olan nefrotik sendromlu hastalarda tedavi 6ncesinde renal
biyopsi yapiimasi gereklidir. Boylelikle ileride olabilecek bozukluklarin CsA’ya
bagli olup olmadigi izlenebilir.
2.1.4.2. Allojenik solid organ ve kemik iligi transplantasyonunda
kullanimi:

CsA’nin ilk olarak 1976 yilinda allojenik bébrek transplantasyonunda
kullanilmaya baglanmasini izleyerek karaciger, kalp, akciger ve pankreas gibi
solid organ transplantasyonlarinda greft reddinin 6nlenmesi ve olusmus greft
reddinin tedavisinde kullaniimasi hizlica artmistir (1, 39). CsA, hematopoetik
kok hucre transplantasyonu (HKHT) yapilan hastalarda greft reddinin ve greft

versus host reaksiyonu gelisiminin dnlenmesi veya tedavisinde



kullaniimaktadir. Ozellikle erken dénemde kullaniimasi (antijenik uyarim

gelmeden) transplantasyon reddini dnlemedeki basarisini arttirir. Bu nedenle

perioperatif olarak parenteral olarak CsA kullaniimaya baslanmakta ve post-

transplantasyon donemde 6 ay ile 1 yil arasi degisen surelerde ve azalan

dozlarda oral olarak devam edilmesi gerekmektedir. Tedavi igin gereken kan

duzeyleri nefrotik sendromda kullanilan dozlardan daha yUksektir ve bu
dozlar tablo 2.2’de gosterilmigtir (40- 48).

Tablo 2.2: Allojenik solid organ ve kemik iligi transplantasyonunda kullanilan

CsA dozlari(43). CO: vadi duzeyi, C2: ilacin ikinci saat degeri,

MTOR: Mammalian target of rapamycine

Post- indiiksiyon Tedavisi IL-2 Reseptor Timoglobulin mTOR
transplant olmaksizin Antikor tedavisi ile indiiksiyon inhibitoru
zaman ile halinde ile birlikte
beraber
0-3 ay 5. giinde; ik 2 ay igin C2:1000-1200ng/ml | 1-2.aylarda
C2>1700 ng/ml C2>1500 ng/ml CO0:75-125ng/ml
1. ayda; 3. ayda C2 hedefi
C2:1600-2000 ng/ml C2:1200-1400ng/ml %50-75
2. ayda; azaltilabilir
C2:1400-1600 ng/ml
3. ayda;
C2:1200-1400 ng/ml
>3-12 ay | 4-6. aylarda C2: 600-1000 ng/ml | C2:600-1000 ng/ml | 3-6.aylarda
C2:800-1000 ng/ml C0:50-100ng/ml
7-12. aylarda C2 hedefi
C2:600-800 ng/ml %50-75
azaltilabilir
>12 ay C2:Yaklasik olarak C2:Yaklasik olarak | C2:Yaklasik olarak | C0:50-100
800 ng/ml civarinda 800 ng/ml civarinda | 800 ng/ml civarinda | ng/ml;
C2 hedefi
%50-75
azaltilabilir




2.1.4.3. Diger otoimmun hastaliklarda kullanimu:

CsA klasik, yavas etkili anti romatizmal ilaglarla sonug alinamayan
siddetli romatoid artritli hastalarin tedavisinde etkilidir (49, 50).

Otoimmun inflamatuar dermatozlarda da CsA’nin yeri vardir. CsA’ nin
psoriazis, atopik dermatit, pyoderma gangrenozum, subkorneal pustuler
dermatozis, liken planus, otoimmun bulloz hastaliklar (kortikosteroidlerle
kombine olarak), skleroderma, kronik idiopatik Urtiker, el ve ayaklardaki
kronik dermatitlerde CsA’nin etkinligi gosterilmistir (51, 52).

CsA’nin otoimmun hepatitler, primer biliyer sirozda da
kullanilabilecegini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (53).

CsA, konvansiyonel tedavi ile sonug¢ alinamayan Crohn hastaligi ve
uUlseratif kolit gibi otoimmun kdékenli inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin
tedavisinde de kullaniimaktadir (54, 55) .

Konvansiyonel tedavinin basarisiz oldugu veya istenmeyen yan
etkilere yol ac¢tigi, non enfeksiy6z orijinli aktif Gveit, posterior blefaritis, okuler
rosasea, kuru goz, kontakt lens intoleransi, atopik keratokonjunktivit, astim,
makrofaj aktivasyonu sendromu gibi immun disregilasyon ile giden
hastaliklarin tedavisinde CsA kullaniimaktadir (56-60).

2.1.5. Siklosporin A’nin yan etkileri:

Etkin tedavi saglayan bir ilag olmasina ragmen CsA tedavisi alan
hastalarda bulanti-kusma, karin agrisi, bas agrisi, dis eti hipertrofisi, tremor,
parestezi, hipertrikoz, akne, jinekomasti, dislipidemi, hiperurisemi ve
hiperkalemi gibi kismen tolere edilebilir metabolik komplikasyonlar ve
istenmeyen etkilerinin yani sira; enfeksiyonlara egilim, hipertansiyon,
malignite gelisimi, hepatotoksisite, ndrotoksisite, ve nefrotoksisite gibi yasami
tehdit edebilen 6nemli yan etkiler de gorulebilmektedir (1, 2, 4, 61).
2.1.5.1 Metabolik komplikasyonlar ve istenmeyen etkiler:

CsA’ nin biyokimyasal ve metabolik parametreler Uzerine gesitli etkileri
vardir. Bu nedenle tedavi alan hastalarin bu parametreler agisindan yakin
takibi 6Gnemlidir. Bu etkiler arasinda bobrek ve karaciger fonksiyon testlerinde
bozulma, hipomagnezemi, hipokalsemi, hipofosfatemi ve hiperpotasemi gibi

iyon dengesizlikleri ve hiperkolesterolemi ve diyabet geligim riski
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bulunmaktadir (62-65). Ozellikle CsA kullanilan transplant hastalarinda LDL
oksidasyonunun fazla oldugu bildiriimektedir (66). CsSA pankreasta birikim
yapmasindan dolayi glukokortikoidlerle beraber kullanildiginda veya altta
yatan obezite ve ileri yas gibi durumlarin varliginda diyabetojenik etki
gOsterebilmektedir (67). Diger bir metabolik komplikasyon ise ylksek
donugumlu kemik hastaligi ve osteoporozdur (68).

CsA’nin pansitopeniye yol agmamasi 6zellikle ilacin HKHT de
kullanimi i¢in dnemli bir avantaji olarak gorulse de nadiren damar
endotelinde prostaglandin yapiminda azalma, tromboxan A2 Gretiminde artis
ile karakterize olan trombotik mikroanjiopatiye yol ac¢tigi i¢in trombositopeni
nedeni olabilir (69).

CsA’ya bagl olusan ve klinik olarak daha az 6nemi olan istenmeyen
etkiler arasinda, el ve ayaklarda uyusma ve karincalanma, titreme ve kas
kramplari, tinnitus, hipertrikozis, gingival hipertrofi, jinekomasti, menstrual
sikluslarda duzensizlik, agizda metalik tat, istah azalmasi, kendini kotu
hissetme duygusu yer almaktadir (1, 2, 70). Bu etkiler arasinda sik goérulen
gingival hipertrofi, TGF-B’ya bagh gingivada kollajen birikimi sonucu
gerceklesir. CYP450 3A4 inhibisyonu yapan ilaglarla bu durum
belirginlesebilir (71, 72). Sik gorulen bir diger etki olan CsA’ya bagli
hirsutizm, androjen bagimsiz olarak her iki cinste de gorulebilmekte ve tedavi
kesilince duzelmektedir. Bu etki CsA tarafindan uyarilan IL-1, TGF-B gibi
sitokinlere baghdir (1, 70). CsA’nin hipotolamo-hipofizer aks yoluyla serum
prolaktin seviyesinde artisa yol agmasi jinekomastiye neden olur. Ozellikle
transplantasyon hastalarinda ilk 1-2 ay icinde belirgin olan bu durum doz
azaltiimasi ile kaybolur (69).
2.1.5.2 Onemli yan etkileri:

a) Enfeksiyonlara Egilim

CsA 6zellikle allojenik transplantasyon hastalarinda immunsupresyona
bagl olarak enfeksiyon riskinde artisa yol agar. EBV (Ebstein Barr viriis),
CMV (Sitomegalovirtis), herpes simplex ve herpes zoster gibi virisler, listeria
monositogenezis, pnémosistis carinii gibi bakteriler ve nokardiya spp. gibi

firsatgl mantar enfeksiyonlari sik goralir. Antiviral (3-6 ay) ve SMX-TMP ile
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(Trimetoprim Sulfometoksazol) (6- 12 ay) yapilan proflaksi onleyicidir. Alti
ayin sonunda immunsupresyonun azaltilmasindan sonra enfeksiyon riski
genel populasyonla benzerdir (73, 74).

b) Malignite Geligimi

Renal transplantasyon alicilarinda genel populasyona gore kanser
(kaposi sarkomu, vulva veya vajina, serviks, non-hodgkin lenfoma, karaciger,
bdbrek, kolon kanseri gibi) insidansinda artis gértilmustar. Malignite
gelisiminde onkogenik virtslerin immunsupresyon altinda kontrolsiz
¢ogalmasi ve bununla iligkili TGF-B Uretimi rol oynamaktadir. CsA malign
transformasyonu kolaylastiran transkripsiyon faktorlerin ekspresyonunu
artirir. CsA pek ¢ok malign hicrenin daha invaziv seyreden fenotipe
degisimine neden olur (1, 73, 75).

c) Norotoksisite:

CsA’ya baglh norolojik yan etkiler gocuklarda erigkinlere oranla daha
nadir gorultr. Norotoksisite patofizyolojisinde, normalde beyin dokusuna az
gecebildigi halde altta yatan primer hastalik nedeniyle acgiga ¢ikan nitrik oksit
(NO) gibi bazi maddelerin kan beyin bariyerinin yapisini bozmasi sonucu
CsA’ya karsli gegirgenligin artmasi bir etkendir. Beyin dokusuna gegtikten
sonra CsA’ya bagh gamma amino butirik asitin (GABA) inhibisyonu
norotoksik etkilerden sorumludur. Bas agrisi, uykusuzluk, ekstremitelerde
tremor, periferik néropati gibi bulgular sik gorulir, bazen daha agir nérolojik
komplikasyonlar da gorulebilir. Posterior reversibl ensefalopati sendromu
olarak adlandirilan ve genellikle bas agrisi, kusma, tansiyon dusuklagua, hizl
mental bozukluk ve bazen de ndbetler ile seyreden nadiren status epileptikus
ve koma tablosuna gidebilen olgular bildirilmistir (2, 76, 77).

d) Hepatotoksisite:

CsA’ya bagh hepatotoksik etkiler serum bilirubin, ALP (Alkalen
fosfataz), GGT (Gama Glutamil Transpeptidaz) ve transaminazlarda artis ile
seyreder. Bu degisiklikler genellikle tedavinin ilk iki ayinda goralur ve ilag

dozunun azaltilmasi ile duzelir (1, 78, 79).
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d) Nefrotoksisite:

CsA’nin bilinen en ciddi yan etkisi nefrotoksisitedir. ilk kez Sir Roy
Calne tarafindan goésterilmis olan bu durum ilacin kullanilabilirligini kisitlayan
en 6nemli faktordar (1, 39). Allojenik bdbrek transplantasyonu olan
hastalarda nefrotoksik etkiler transplante edilen bdbrekte olabilirken, diger
allojenik organ ya da kemik iligi transplantasyonu hastalari ve otoimmun
hastaliklar icin CsA kullanilan hastalarin bébreklerinde de gortlebilir (80).

CsA’ya bagl nefrotoksik etkiler ila¢ kan duzeyi normal sinirlarda olsa
dahi gorulebilir. Nefrotoksik etkiler akut ve kronik olarak siniflandiriilmaktadir.
CsA’nin nefrotoksik etkisi cogunlukla nonspesifiktir ve tani icin renal biyopsi
gerekebilir. Oligo-antri seklinde hizli seyir gdsterebildigi gibi bazen de bobrek
fonksiyonlarinda yavasg fakat ilerleyici bozulma ile de seyredebilir.

Akut nefrotoksisite doz bagimli olup, doz ayarlanmasi yapildiktan
sonra geri donisum gostermektedir. Akut toksisite baslangicta fonksiyonel
olup tedavinin ilk haftalarinda ortaya ¢ikar. Fonksiyonel toksisite,
preglomeruler afferent arterioler vazokonstriksiyon sonucu renal kan
akiminda ve glomerduler filtrasyon hizinda (GFR) azalma ile karakterizedir ve
histolojik olarak yapisal degisiklikler yoktur. GFR’deki azalma potasyum ve
sodyum retansiyonuna yol acar. CsA’ya bagli arasidonik asid
metabolizmasinda vazodilatér (PGE2 ve PGI2) ve vazokonstriktor
eikosanoidler arasindaki dengeyi degistirerek (6zellikle tromboksan A2
[TXAZ2] dizeylerini artirarak) proinflamatuvar ve vazokonstriktor etki
gOsterirler (81, 82). CsA ayrica renin-anjiotensin-aldosteron sistemini
(RAAS) aktive ederek nefrotoksik etkili olur. RAAS’ni jukstaglomeriler
hicrelere direkt etki ederek veya vazodilatator faktorlerin azalmasi ve
endotelin seviyesinin artisina sekonder olusan arterioler
vazokonstriksiyondan dolayi indirekt olarak etkili olur (83, 84). CsA ayrica
serbest radikal salinimini arttirir. Olusan serbest radikaller pek ¢ok hicre igi
molekulle (fosfolipid, glikolipid, gliserid, steroller gibi) reaksiyona girerek lipid

peroksidasyonunu ve membran poliansature yag asitlerinin hasarini artirarak
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iyonik gradiyenti ve membran gecirgenligini artirir. Dolayisiyla cesgitli
membran fonksiyonlarini ve metabolik sureci bozar (85-90).

Serum ilag seviyesindeki fazlaliga bagl gelisen toksik tlibulopati,
nefrotoksisitenin bir diger nedenidir. Proksimal tubulopati morfolojik olarak
endoplazmik retikulumdaki geniglemeye ve lizozom sayisindaki artisa bagh
gelisir. Bununla birlikte afferent arteriollerin etkilenmesi sonucu olugan akut
arteriolopati gelisimi akut allograft disfonksiyonuna yol agar. Serum CsA
dizeyi genel olarak yuksektir. Endotelyal hiicrelerde sisme ve vakuolizasyon,
nekrozis ve miyosit hasari sonrasi hyalinozisle karakterizedir. Akut
arteriolopati ve toksik tubulopati birlikte olabilir (3, 91).

Kronik nefrotoksisite ilacin kullanimini sinirlayan ana unsur olarak
gériilmektedir. immiinolojik ve non-immdiinolojik hasara baglhdir ve bébrek
fonksiyonlarinda ilerleyici bozuklukla karakterizedir. Histolojik olarak G¢
kompartmanin geri donusumsuiz olarak etkilendigi goralmustar. Vaskuler
hasar (arterioler hyalinozis), tibulointerstisyal (tibuler atrofi, interstisyel
hicre artigi ve fibrozis) ve glomeriler hasar (Bowman kapsulinde kalinlasma
ve fokal veya global sklerozis) gorulur (92, 93). Kesin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olsa da kronik nefrotoksisite patofizyolojisinde birgok
farkl mekanizma 6ne surtulmuagstir. Disuk dereceli iskemi, RAAS
aktivasyonu, nitrik oksit etkisi, peroksidatif hasar, TGF-B etkisi, apopitozis
artigi, toll-like reseptor uyarimi, driner kalsiyum atiliminin artigi, idrar
konsantrasyon kapasitesinde bozulma, osteopontin gen ekspresyonunun

artis1 CsA nefrotoksisitesi gelisiminde sorumlu tutulmustur (61, 94).
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Resim 1: Steroide bagimli nefrotik sendromlu bir hastada CsA kullanimina

bagli arteriolopati (4), (Periyodik Asit Shiff-PAS boyama), X 400.
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Resim 2: Steroide bagimli nefrotik sendromlu hastada CsA kullanimi ile ilgkili

arteriolopatiye eslik eden karakteristik tibuler atrofi ve intersitisyel fibrozis
(4), (Hematoksilen—Eosin boyama), X400.

Hyalin arteriolopati olarak adlandirilan vaskuiler hasarlanma kronik
CsA nefrotoksisitesinin temel degisikliklerinden biridir. Afferent arterioller ve
klcuk interlobuler arterlerin distal kisimlari etkilenir. DUz kas hicre hasari ve

bu hlcrelerin hyalin depositlerle replasmani sonucu adventisyaya dogru
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siskinlikler gorullr. ileri vakalarda, hyalin materyal birikimine bagli vaskdler
limende ciddi darlik olabilir (3, 61, 93).

Kronik CsA kullanimina bagli interstisyel fibrozis, tubuler atrofi ve
glomeruler skleroz gelisiminin baslica sebebi arteriolopati ve daralmig
arterioler lumendir. Uzun sure CsA kullanimina bagl vazokonstriksiyon ve
intrarenal vaskuler direncin artmasi renal kan akimini azaltir. Bunun sonucu
olusan serbest radikaller tibulointesitisyel kompartmanda lokal hipoksi ve
iskemiye neden olur (61). Vazokonstriksyona neden olan mekanizmalar
arasinda PGE-PGl ile TXAZ2 imbalansi, endotelin-1 hipersekresyonu
gOsterilmektedir (95-97). Renal hipoperfizyon ve hipoksi sonucu hipoksi-
reoksijenasyon hasari, apopitozisin artmasi ve hucre 6limu meydana gelir
(98, 99). CsA’ nin tetikledigi renal hiicre apopitozisi Bcl 2, p53, Caspase, Fas
ve Fas-ligand genleri ile iligkilidir (100).

CsA tedavisi doz bagimli olmakla birlikte uzun sureli kullanim sonrasi
tubduler epitelyal hicreler tarafindan TGF- ekspresyonunun artmasi da
kronik CsA nefrotoksisitesinde fibrozisi arttiran 6nemli faktorlerden biridir
(101, 102).

CsA NO sentezini ve endotel bagimh NO-iligkili renal vazodilatasyonu
inhibe eder, vazokonstriksiyona sekonder serbest radikal ve superoksid
artnlerinin artmasina sebep olur. CsA nitrik oksit sentaz’in (NOS) bobrekte
bulunan izoformlarini etkileyerek NO sentezinin bozulmasina ayrica TGF-f1
artisina neden olur. TGF- ekstraseluler matriks protein artis1 yaparak
intersitisyel fibrozisi artirir (103,104).

RAAS aktivasyonu kronik CsA nefrotoksisitesine katkida bulunan diger
onemli bir faktordar. Anjiotensin Il sadece hemodinamik etkilerle akut
nefrotoksisiteye yol agmaz bununla beraber serbest radikal, TGF-$3 ve
vaskuler endoteliyal blyume faktéra (VEGF) Uretimini artirarak ve
ekstraselller matriks yikimini inhibe ederek interstisyel fibrozis gelisimine
katkida bulunur (105, 106). Son yillarda yapilan ¢alismalar RAAS’in son
urtiini olan aldesteronun CsA tokisitesinde énemli bir rol aldigini gdstermigtir
(107).
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Nefrotoksisite patogenezinde 6nemli rolu olan inflamasyon ve
takibeden fibrozis nedeniyle inflamatuvar mediyatorler dnemlidir. Bunlardan
biri olan osteopontin (OP) integrin, fibronektin, tip-1 kollajen gibi ligandlara
bagdlanarak makrofaj ve monositler icin kemotaktik etki gosterir. CsA tedavisi
ile normalde OP bulunmayan bowman kapsulu ve renal kortekste OP
saptanmasi patogenezde rolu oldugunu dusundurmektedir (108, 109).

CsA dogal immun sistemin bir Gyesi olan toll-like reseptdrlerin
uyarilmasini arttirarak immun aracil renal hasara neden olur (110,111).
Bununla beraber, CsA’'nin kalbindin sentezini azaltarak Uriner kalsiyum
atilimini arttirmasi, bunun tubulopatiye katkida bulunmasi ve aquaporin
sentezini etkileyerek bobregdin idrar konsantrasyon yetenegini bozmasi diger
patofizyolojik faktorlerdir (112,113).

2.1.2 Kok hiicreler ve klinik kullanimi:

Kok hicre tedavileri ginumuzde bir¢ok hastalik igin umut verici tedavi
yontemlerinin basinda gelmektedir (114).

Kok hticreler, henlz farklilagsmamis hicreler olup, kendi kendilerini
yenileme yetenegine sahiptir, kaynaklandiklari dokularin 6zellesmis
hucrelerine farklhlagabildikleri gibi 6zel biyolojik sinyallerle fenotipik olarak
prekursorunden farkl 6zel hicrelere de farkhlasabilirler. Bir hiicreyi kok hicre
olarak tanimlamak igin; uzun sure bolunebilme ve kendi kendini yenileme
yetenegi olmasi, 6zellesmemis olmasi, 6zellesmemis hucrelere kaynaklik
edebilmesi, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel
olarak tekrar gogaltabilmesi, in vivo kosullarda doku hasarinin olmadigi
durumlarda bile farkhlasmamis kusaklara katki saglayabilmesi gibi dlg¢Utleri
karsilamasi gereklidir (115, 116).

Kok hucreler farklilasma yeteneklerine gore totipotent, multipotent ve
pluripotent olarak, kaynaklandiklari yerlere gére embriyonik veya embriyonik
olmayan olarak siniflandirilirlar (117). Totipotent ve pluripotent kdk hicreler
embriyonik kaynaklardan, multipotent kok hicreler ise 6zellesmis
kaynaklardan elde edilir.

Totipotent hicreler sinirsiz farkhlasma ve farkli dokulara

yonlenebilmelerinden dolayi vicuttaki tum hucrelere donusebilecek ve hatta
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organizmayi tumuyle yapabilecek potansiyele sahip olan konsepsiyon
sonrasinda olusan zigottaki embriyonik blastomer hicreleridir. Pluripotent
hlcreler, totipotent hiucreler gibi vicudun butun hucrelerine olmasa da
vucudun bir¢gok hucresine donugebilecek yetenekte olan, blastokist
evresinden itibaren embriyoda ve fetuste bulunabilen hiucrelerdir. Multipotent
hucreler gelismenin daha ileri evresine ait hucrelerdir ve farklilagsma
kapasiteleri sinirhdir. Kemik iligi stromal ve mezengimal kok hucreler gibi
erigkin kok hicreleri multipotent hicrelerdir (118, 119).

Embriyonik kok hicreler blastokistin i¢ hucre kitlesinden elde edilen ve
her U¢ germ yapragina da farklilasabilen hicrelerdir. Embriyonik kok
hicrelerin spesifik bir yone farklilagsmasini saglamak igin belli blylime
faktorlerine gereksinim vardir (120). Ebriyonik kdk hiicreler kendini
yenileyebilme ve farklilagsma yetenegi nedeniyle ginumuzde tedavi olanaklari
sinirl hastaliklarin iyilestiriimesi icin yapilan birgok ¢calismaya konu
olmaktadir (121). Embriyonik kdk hicreler teratojen ilaglarin etkilerinin
arastiriimasi, rejeneratif potansiyellerinden dolayr miyokard hasarlanmasi,
norodejeneratif hastaliklar ve medulla spinalis zedelenmesi gibi durumlarda
hasarli doku yerine kullanilabilmesi ve doku uyumsuzlugu sorunu
yasanmadan organ yaratilarak trasplante edilmesi gibi alanlarda
kullanilabilmesi 6n gorulmektedir (5, 6, 122, 123).

Embriyo disI kok hlcreler ise hematopoetik, kemik iligi mezensimal,
periferik kan, beyin, karaciger, gdbek kordonu, plasenta, kadavra kaynakl
olabilmektedir. Embriyonik olmayan kok hucreler erigkin kok hicrelerdir ve
multipotent 6zelliktedir. Yani farklilasma kapasiteleri embriyonik kdk
hicrelere gore daha sinirhdir ve tim hcre tiplerine farklilasamazlar. Bu
hdcreler organizmanin olgunlagmasi ile sayisal olarak azalir ve sinirli
bdlgelerde organ ya da doku igindeki farklilasmig hicreler arasina yerlesir.
Bu hicrelere hasarlanma veya doku kaybi sonrasinda yenilenen karaciger ve
deri epitel hucreleri 6rnek olabilir. Ayrica kemik iligi kokenli hematopoetik
hicrelerin yagam dongusu biten kan hucrelerinin yerine gecmesi bir diger
ornektir (114, 118, 119, 124). Ancak ilging olarak erigkin kok hucrelerden

farkli emriyonik kdkenli hicrelere dontsum olabildigi de gdsterilmigtir. Erigkin
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kok hacrelerinin farkli bir doku veya organa donusmesi plastisite olarak
adlandirihir (125, 126). Bu donusum uygun deneysel sartlarda olusturulan de-
diferansiyasyon, transdeterminasyon, transdiferansyasyon ve hicre flizyonu
gibi farkli mekanizmalarla agiklanir. Bu déntisimu kanitlayan birgok ¢alisma
yapiimistir. Deneysel olarak karaciger yetmezligi yaratilan digi sicanlara
erkek sigandan kemik iligi nakli yapilmasi sonrasinda digi siganlarin
hepatositlerinde Y kromozomu saptanmis ve hepatosit rejenerasyonu
saglandigi gosterilmistir (126). Deneysel olarak hipoksik iskremik
ensefalopati yaratilan neonatal ratlarda mezensimal kok hicre verilmesi
sonrasi kok hacrelerin hasarl hicrelerin yerini aldigi ve total beyin kitlesinin
arttig1 saptanmistir (127). Deneysel olarak miyokard infarktiist sonrasi
infarktlslU alana direk enjekte edilen kdk hicrelerin ¢cogaldigr ve miyokard
fonksiyonlarinda duzelme gosterilmistir (128).

Kemik iliginde hem erigskin hematopoetik hem mezensimal kok
hicreleri bulunur (129). Mezensimal kok hicreler ilk kez 1970’lerde
Friedenstein ve arkadaslarinin fibroblast kolonisi yapan unite (CFU-F) olarak
tanimlanmistir. Morfolojik olarak fibroblastlara benzer hicrelerdir.
Mezensimal kok hicreleri; CD105, SH3 ve CD13 eksprese ederler ancak
hematopoietik kok hicre yuzey belirtecleri olan CD4, CD14, CD34, CD45 ve
CD11b negatiftir. Bu hicreler kemik iligindeki tim hdcrelerinin yaklasik %
0.01’ ini temsil eder (130, 131).

Mezensimal kok hlcreler genetik ge¢cmisi daha kararli ve malign
formasyona donusum riskinin daha az olmasi, embriyonik kok hlcrelere
oranla daha kolay elde edilmesi ve daha kolay sonu¢ alinmasi ve etik
sorunlarin daha az yaganmasi nedeniyle diger kok hucre kaynaklarina gore
kullanim avantajlarina sahiptir (132, 133). Mezensimal kok hicreler adiposit,
kondroblast, fibroblast, osteoblast, miyoblast, néronlara, hepatositler ve renal
hicrelere farklilagabilirler (114, 134). Mezensimal kdk hicrelerin uygun
yontemlerle saflastirilmasi ile yag veya kas dokusu gibi diger mezensimal
hicrelere dontsum riski azaltiimakta ve hedef hucreye donusim orani
arttinimaktadir (133, 135).
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Kemik iligi kaynakli mezensimal kok hicrelerinin 6nemli kullanim
alanlarindan biri de akut ve kronik bobrek yetmezligidir. TUm dunyada onemli
bir saglik sorunu olan bu hastaliklar igin birgok tedavi yontemleri mevcut
olmakla birlikte hasta sayisindaki artisin tedavi segeneklerinden fazla olmasi
kok hucre tedavileri gibi yeni segeneklerin gerekliligini dogurmaktadir (136).

Mezensimal kok hlcrelerin renal hasarli hicrelere dontusumu ile ilgili
iskemik hasarlanma ve nefrotoksik kimyasallarla olusturulan akut tibuler
hasar ve akut glomertlonefrit modelleri ile diyabetik nefropati, 5/6 nefrektomi
ve Alport Sendromu gibi kronik bobrek yetmezligi modelleri kullanilarak
calismalar yapilmistir (132, 137, 138). Mezensimal kdk hicrelerin
biyokimyasal dizelmenin saglanmasinda, fibrozisin azaltiimasinda ve
morfolojik diizelmenin saglanmasinda etkili olduklari gosterilmistir (133, 139,
140).
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3. GEREC ve YONTEM

Kronik siklosporin nefrotoksisitesinde kemik iligi kaynakli mezensimal
kok hucrelerin etkilerini arastirdigimiz galismamiz, Universitemiz Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje No: 2009-125) tarafindan
desteklenmistir. Calismamiz i¢in Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ ndan onay alinmistir (Onay no: 2009-147).

3.1 Hayvanlar ve Calisma Gruplart:

Calismaya Wistar cinsi geng erigkin 45 adet sican alindi. Sigcanlar 10-
14 haftalik (200+50gr) olduktan sonra, her grupta 10 sican olacak sekilde,
asagida belirtildigi gibi, dort calisma grubuna ayrildi ve galisma basglatildi.
Diger sicanlarla ayni yas grubundaki 5 adet sican kemik iligi kaynakli
mezengimal kok hdcre alinmak igin kullanildi.

Grup 1: CsA verilen grup

Grup 2: CsA + Kok hucre verilen grup
Grup 3: Sadece kdk hucre verilen grup
Grup 4: Kontrol grubu

TUm sicanlar ayni laboratuar ortaminda (Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Cerrahi Bilim Dali Laboratuari, izmir), 12 saat gece - 12
saat gunduz olacak sekilde uygun kafeslerde tutuldu. Deney suresince
beslenmeleri standart sican yemi (Yem Kurumu Standart Sican Yemi) ve
istedigi kadar su (ad libitum) alacak sekilde ayarlandi.

3.2 Caligma Tasarimu:

Grup 1 ve Grup 2’ deki siganlara 60 giin boyunca tedavi dozunda (15
mg/kg/d) CsA (Sandimmun 50mg/ml amp. ©, Novartis, isvicre) subkutan
olarak verildi; diger gruptaki denekler bu sureg igerisinde ayni laboratuar

ortaminda tutuldu.
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Grup 2 ve grup 3 deki siganlara 60 ginden sonra Brd-U ile igaretli
kemik iligi kaynakli mezensimal kok hicreler femoral venden verildi. Femoral
venden kok hlcre transferi dncesinde, denekler intraperitoneal 60 mg/kg
ketamin (Eczacbasli/ Turkiye) ve 10mg/kg Xylazine (Eczacbasi/Turkiye)
uygulandi. Sonrasinda cilt-cilt alti gegilerek femoral ven acildi ve kemik iligi
kaynakl mezengimal kOk hucreler steril ortamda enjektor ile verildi.
Transferden sonra damar ve cilt-cilt alti kapatilarak pansuman yapildi ve
bolge kapatildi.

Kok hucre transfer edilen siganlar (Grup 2 ve grup 3) diger siganlarla
beraber bir hafta daha ayni laboratuvar ortaminda tutulduktan sonra, tim
gruplardaki denekler servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildikten
sonra sag ve sol bobrekleri alinarak histolojik incelemeleri baglatildi.

3.3 Mezensimal Kok Hiicre Eldesi:

Wistar cinsi geng erigkin 5 adet sigan genel anestezi altinda,
intraperitoneal 60 mg/kg ketamin (Eczacbasi/ Turkiye) ve 9mg/kg Xylazine
(Eczacbasi/Turkiye) ile asepsi-antisepsi kurallarina uyularak, steril kosullar
altinda, femur ve tibialar ¢ikartilarak steril PBS ( Biochrom L-1815) icine
alindi. Femur ve tibialar steril hava kabini icinde, ¢evrelerindeki kas
dokusundan dikkatlice temizlendi. Metafizer uglari kesildi, insilin enjektoru ile
kemik iligi bosluguna primer besi ortami (a-MEM [sigma M-4526], %15 FCS
[Biochrom S-0115], % 0,4 penisilin [Biochrom A-2213], % 0,4 streptomisin
[Biochrom A-2213, % 0,1 amfoterisin B [Biochrom A-2612], % 1 gentamisin
[Biochrom A-2712]) verildi ve kemik iligi besi ortami iginde toplandi. Santrif(j
tupu icindeki kemik iligi pipetlenerek hicre suspansiyonu haline getirildi.
Kemik iligi, primer besi ortami icinde 5 dk.(dakika) streyle 1000 rpm'de
santrifij edilerek iki kez yikandi. Santrifuj sonunda stpernatant dokulerek
hiicreler primer besi ortami ile stispanse edildi ve 25 cm?lik hiicre kltur
kabinda, 37°C'de ve % 5 CO; kosulunda inkiibasyona kaldirildi. Ug giin
sonra, hematopoietik hiicreler ve yuzeye tutunmayan hicreler besi ortaminin
alinmasiyla uzaklastirildi ve hlcre kaltir kabinin ylzeyine tutunmus olan
hicreler primer besi ortami eklenerek inkibasyona kaldirildi. Kultire 10 gin

devam edildi ve 10. gin hucreler Brd-U ile igaretlendi.
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3.4 Mezensimal Kok Hiicrelerin Brd-U ile isaretlenmesi:
Bromodeoksiuridin (Brd-U), bir timidin analogudur. Brd-U genellikle
canh dokulardaki ¢cogalan hlcrelerin saptanmasinda kullanilir. Brd-U, yeni
sentezlenen DNA'’ ya hicre siklusunun S fazinda baglanir. Boylelikle S-
fazinda isaretlenen hucreleri daha sonra incelenme olanagi saglar.
Mezensimal kok hucreleri Brd-U ile isaretlemek amaci ile hicreler Brd-U
isaretleme seti (2750, Milipore, California, USA) igerisindeki 1:1000 oraninda
dilie Brd-U ile 37° C’ de 1 saat inklibe edildi. Uygulamadan sonra kulttr
vasati ile 3 defa 5’er dk yikanan hucreler, kultur vasati aspire edildikten sonra
tripsin/EDTA solUsyonu ile hucrelerin kultir kabindan kalkmalari saglandi. Bir
kisim hucre kultur kabindan kaldiriimadan immunohistokimyasal boyama igin
saklandi. Diger toplanan hicreler santriflj edildikten sonra Ustteki sivi
atilarak alttaki hucre peleti Uzerine kultur vasati ilavesi yapilarak her bir
denege verilmek {izere steril enjektérler icine alindi. Hiicre miktari 25x10°
hdcre/ml idi.
3.5 Mezensimal kok hiicrelerin indirekt inmunohistokimya Yéntemi ile
incelenmesi:

Mezensimal kok hicrelerin CD4 ve Brd-U incelemeleri i¢in hicrelerin bir
kisminda kultlr vasati uzaklastirilarak bir defa steril PBS ile yikandiktan
sonra % 4’lik paraformaldehit ile 30 dk. tespit edildi. Tespit isleminden sonra
3 kez 5 dk. PBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek igin
10 dk. % 3’luk hidrojen peroksit (H,0,, K31355100, Merck, Darmstadt,
Germany) uygulandiktan sonra, hicreler 3 defa PBS ile yikandi.
Permeabilizasyon igin hicreler % 0,1 Triton-X 100 (A4975,0100, Applichem,
Darmstadt, Germany) ile 15 dk. buz Ustlinde inktbe edildi ve 3 defa PBS ile
yikandiktan sonra 1 saat bloklama soltsyou (K023, DBS, California, USA)
konarak bekletildi. 1/50 dilisyonda anti-CD4 (CBL1506, Milipore, California,
USA) ve anti-Brd-U (MAB3424, Milipore, California, USA) antikorlari ile bir
gece +4 C ° de inklibe edildi. Ertesi gin 3 defa PBS ile yikanan hticreler anti-
mouse Ve anti-rabbit biotinlenmis ikincil antikoru (KP500, DBS, California,
USA) ile 30 dk. inkuibe edildi. PBS ile 3 defa 5’ er dk. yikanan hucreler
streptavidin hidrojen peroksidaz (KP500, DBS, California, USA) ile 30 dk.
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bekletildikten sonra tekrar PBS ile 3 defa yikanarak immunoreaktivitenin
gorunurligunu saglamak Uzere diaminobenzidine (DAB, KO07, DBS,
California, USA) kromojeni 5 dk. uygulandi ve distile su ile 15 dk. yikandi.
Mayer’'s Hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile 5
dk. boyama yapildiktan sonra hucreler distile su ile 15 dk. yikanarak direkt
olarak kapatma medyumu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi ve
Olympus marka BX 40 mikroskop ile incelendi.

3.6 Isik Mikroskobik inceleme

Deneklerden alinan 6rnekler % 10’luk formalin solusyonu igerisinde 24-
48 saat sure ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu
ve dokular bloklanarak rotary mikrotom (RM 2135, Leica) ile 5 um’ lik kesitler
alindi. Dokunun morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin (H-E)
ve Masson Trikrom boyamalari yapildi. Mezenimal kdk hicrelerin analizi igin
anti-CD4 ve anti-Brd-U ile anti-TGF-B1 ve anti-TGF-f3 immunohistokimyasi
ve apoptotik hucrelerin belirlenmesi igin TUNEL yontemi uygulandi.

3.7 Parafin Doku Takibi:

Tespit edilen bobrek 6rnekleri, tespit solisyonunun uzaklastiriimasi
amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla
30’ar dk % 60’dan % 80’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. % 95 alkol
icerisinde 1’ er saat iki degisim saglanarak tutulan 6rnekler 30 dk 1:1
oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 1’er saat iki
degisim ksilene tabi tutuldu. 1:1 ksilen:parafin igerisinde 30 dk 60° C’ lik
etlvde tutulan 6rnekler birer saat 2 degisim parafin ile immersiyonu
saglandiktan sonra blok kaplarina alinarak parafin igerisinde gémuldu (Tablo
3.1). Alinan 5 ym’lik kesitlere histokimyasal inceleme igin hematoksilen-eozin
ve Mason Trikrom boyalari, immunohistokimyasal inceleme igin indirek
immunohistokimya boyamasi yapildi.

Tablo 3.1: Parafin Doku Takibi

islem Madde Siire

Tespit % 10 formalin 24- 48 saat
Akar su 1 gece

Dehidratasyon % 60 etil alkol 30 dk
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% 70 etil alkol 30 dk
% 80 etil alkol 30 dk
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Seffaflagtirma Ksilen-Alkol 30 dk
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme 60° C etiivde | Ksilen-Parafin 30 dk
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

3.8 Hematoksilen-Eozin Boyamasi:

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracihigi ile alinan 5 ym’ lik parafin
kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60° C’lik etlivde birakildiktan
sonra, 30’ar dk iki dedisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi
icin % 95'den % 60’a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dk akar su
altinda yikandi. Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) ile 30 dk boyandiktan sonra, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastiriimasi icin 5 dk akar suda yikandi. Diferansiyasyon igin asit alkole
batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dk akar su altinda yikandi. Daha sonra kesitler 2
dk eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire)
boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5 dk akar su altinda yikama yapildiktan
sonra sirasiyla % 80 ve % 95’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan
kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dk iki degisim ksilende tutulduktan
sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo
3.2).

Tablo 3.2: Hematoksilen-Eozin Boyamasi

islem Madde Siire

Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece

Deparafinizasyon Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
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Rehidratasyon % 95 alkol 2 dk

% 80 alkol 2 dk

% 70 alkol 2 dk

% 60 alkol 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
Boyama Hematoksilen 30 dk
Yikama Akar su 5 dk
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
Dehidratasyon % 80 alkol 1dk
Dehidratasyon % 95 alkol 1dk
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

3.9 Masson Trikrom Boyamasi:

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracilidi ile alinan Sp’luk parafin
kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60 C’lik etiivde birakildiktan
sonra, 30’ar dklik iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidrasyon islemi
icin % 95'den % 60’a azalan oranlarda alkol serilerinden gegirilen kesitler 5
dk akarsu altinda yikandi. Kesitler distile su icinde 10 dk yikandiktan sonra
56 °C de 15 dk bouin soliisyonu iginde birakildi. Cesme suyunda 5 dk
yikanan kesitler sar1 renk kayboluncaya kadar bekletildi. Daha sonra boyama
icin Masson Trikrom boyama kiti (HT15-3, Sigma) kullanildi. Wright
Hematoksilen ile 5 dk muamele edildi. Cesme suyunda 5 dk yikandiktan
sonra distile su ile calkalandi. Kesitler 5 dk asit fuksin ile muamele edildi ve
tekrar distile su ile yikandi. Fosfomoliptik asit ve fosfotungustik asit 1/2
oraninda karistirildi ve 5 dk uygulama yapildi. Daha sonra Anilin mavisi ile 5
dk boyanan kesitler, 2 dk asitik asit ile muamele edildi. Cesme suyunda 5dk
yikandiktan sonra ardindan % 80 ve % 95’lik alkol seffaflagtirma amaciyla

30’ar dk iki serilerinde gecirilip havada kurutulan kesitler degisim ksilende
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tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile

kapatildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Masson Trikrom Boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dk
% 80 alkol 2 dk
% 70 alkol 2 dk
% 60 alkol 2 dk
Yikama Distile su 10 dk
Akselerasyon Bouin soltisyonu (56° C) 15 dk
Yikama Akar su 5 dk
Boyama Weigert Demirli 5 dk
Hematoksilen
Yikama Akar su 5 dk
Yikama Distile su 5 dk
Boyama Biebrich Scarlet Acid 5 dk
Fuchsin
Yikama Distile su 5 dk
Boyama Fosfotungstik asit, 5 dk
fosfomolibdik asit karigsimi
(2:1 oraninda)
Boyama Anilin mavisi 5 dk
Yikama % 1 asetik asit 2 dk
Yikama Distile su 5 dk
Dehidratasyon % 80 ve % 95’lik alkol 2’'ser dk
Seffaflagtirma Ksilen 30 dk (2 degisim)
Kapama Entellan
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3.10 TUNEL Boyamasit:

Bu teknik icin Dead-End Colorimetric TUNEL system Kiti (Insitu
Detection Kit, S7107, Chemicon, California, USA) kullanildi. Kesitler boyama
icin bir gece 60°C'lik etlivde tutulduktan sonra, 30’ar dk iki degisim ksilen ile
seffaflastira islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak fosfat tampon solusyonunda (PBS: Posphate buffer
solution) 5 dk yikandi. Daha sonra oda sicakliginda 15 dk 20 ug/ml
proteinase K ile inkiibe edilen kesitler 3 defa 5’er dk PBS ile yikandi. Endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk % 3’luk H,O, (TA-015-HP, Lab
vision, Fremont, CA) uygulanan kesitler PBS ile oda sicakliginda 10 dk
yikandi. Daha sonra PBS ile 3 defa 5’er dk yikandi. Equlibration tampon
solusyonu ile oda sicakliginda 5 dk inklibe edilen kesitler, TdT enzimi ile 37
©C de 1 saat bekletildi. Kontrol boyama kesitleri TdT enzimi konmayip,
sadece reaksiyon solusyonunda bekletildi. Daha sonra kesitler oda
sicakliginda 10 dk stop wash yikama solusyonu ile yikandi. Daha sonra 3
defa 5’ er dk PBS ile yikanan kesitlere Anti-digoxigenin konjugat solisyonu
ile 30 dk oda sicakliginda inkibe edildi. Kesitler 4 defa 5’er dakida PBS ile
yikandi. TUNEL reaksiyonunun gorunurligunu saptamak amaci ile kesitler 5
dk diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra
Mayer's hematoksilen ile artalan boyamasi saglanan kesitler % 80 ve %
95’lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile seffaflastirma isleminden
sonra entellan ile kapatildi. TUNEL pozitif hiicre sayimi iki histolog tarafindan
ayri zamanlarda Image-Pro Plus 5.1.2 hlice sayim programinda her gruptan
her bir denkten alinan kesitlerde en az 5 farkli alanda boyali ve boyanmayan
hicreler belirlenerek sayim yapildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: TUNEL boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60 °C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dk
% 80 alkol 2 dk
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% 70 alkol 2 dk
% 60 alkol 2 dk
Yikama Distile su 10 dk
Dokularin etrafini gizme |Dakopen
Yikama PBS 3x5 dk
Proteinaz K solusyonu 10 dk
Yikama PBS 3x5 dk
% 3’lUk hidrojen peroksit 5 dk
Yikama PBS 3x5 dk
Tamponlama Equilibration tampon sol. 5 dk
Primer antikor Enzim solusyonu 37 °C 1 saat
Yikama Stop wash solisyonu 10 dk
Yikama PBS 3x5 dk
Anti-digoxigenin konjugat |30 dk
Yikama PBS 3x5 dk
Boyama DAB boyasi 10 dk
Yikama Distile su 10 dk
Zit boyama Mayer hematoksilen 4 dk
Dehidratasyon % 80- % 90’lik alkol serileri |2 dk
Seffaflagtirma Ksilen 30 dk
Kapama Entellan

3.11 indirekt immiinoperoksidaz Yontemi:

Alinan bobrek kesitleri immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60°
C’ lik etuvde tutulduktan sonra, 30’ar dk iki degisim ksilen ile seffaflagtirma
islemi gercgeklestirildi. Ardindan % 95 ten % 60’a azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dk bekletildi. Pap pen
(IM3580, Immunotech, Marseille, France) ile sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin
(EK001-10K, Biogenex, San Ramon, USA) sollsyonu iginde oda sicakhginda
15 dk tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5
dk % 3’luk H,O, uygulandi. 3 defa 5’er dk PBS ile yikanan kesitler 10 dk
bloklama sollsyonu (85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San Francisco,
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USA) ile muamele edildi. Bloklama sollisyonu dokudan uzaklastirildiktan
sonra primer antikorlar anti-CD-4 (CBL1506, Milipore, California, USA), anti-
Brd-U (MAB3424, California, USA), anti-TGF-B1 (sc-146, Santa Cruz,
California, USA), anti-TGF-B3 (sc-82, Santa Cruz, California, USA) ve anti-
kollajen-1 (ab6308, Abcam, Cambridge, MA, USA) ile bir gece inklbe edildi.
Ertesi gun PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin
hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San
Francisco, USA) ile 30’ar dk boyandi. Yine U¢ defa 5’er dk PBS ile yikanan
kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goranarlGgunu
saptamak amaciyla diamimobenzidine (DAB, K007, DBS, California, USA) ile
5 dk. boyandi. Mayer’s hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer,
Holland) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk. yikanan
kesitler kapatma medyumu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi (Tablo
3.5)

indirekt immunohistokimya isleminden sonra érnekler iki histolog
tarafindan farkli zamanlarda degerlendirilerek, immunoreaktiviteler negatif (-),
zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 3.5: indirek Immunoperoksidaz Boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60 "C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dk
Ksilen 30 dk
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dk
% 80 alkol 2 dk
% 70 alkol 2 dk
% 60 alkol 2 dk
Yikama Distile su 10 dk
Dokularin etrafini gizme | Dakopen
Yikama PBS 3x5 dk
Tripsin 15 dk
% 3’ lUk hidrojen peroksit | 5 dk
Yikama PBS 3x5 dk
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Bloklama Blok soltsyonu 10 dk
Antikor ile inkiibasyon Anti-CD-4, anti-Brd-U, 1 gece, 4 'C de
anti-TGF-B1, TGF-3,
kollajen-1
Yikama PBS 3x5 dk
ikincil antikor 30 dk
Avidin-biotin kompleksi 30 dk
Yikama PBS 3x5 dk
Boyama AEC 5 dk.
Yikama Distile su 3x5 dk
Zit Boyama Mayer’ s hematoksilen 15 dk
Yikama Distile su 3x5 dk
Kapama Kapatma mediumu

3.12. istatistiksel analiz:

Verilerin analizi SPSS 11. 5 paket programinda gosterildi. Doku
histopatolojik degerlendiriimesi sonucunda elde edilen veriler direkt olarak
programa girilerek ortalama degerleri elde edildi.

TUNEL boyamasi sonucunda kahverengi ¢ekirdekli olarak tanimlanan
TUNEL pozitif hiicreler sayimi, her bir alanda 100 hticre olacak sekilde sayim
yapildiktan sonra TUNEL pozitif hiicreler sayilarak % olarak elde edildi. Her
bir 6rnekten alinan kesitlerde 5 alanda sayim yapilarak degerlendirildi.

Immunohistokimyasal analiz sonucunda elde edilen intensite
yogunluklari negatif (-), zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) pozitif olarak
deg@erlendirildi. Tum o&rneklerin incelenmesinden sonra veriler istatistiksel
olarak analiz edildi.

Tum verilerin istatiktiksel olarak anlamliligi Kruskal Wallis testiyle

incelendi. p<0, 05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mezensimal kok hiicre kiiltiirii:

Sican kemik iliginden elde edilen mezensimal kdk hicreler kiltir
vasati igerisine alinarak kulture edildi. Kulturin 3. gununde hucrelerin kaltur
kabina yapismaya basladiklari gézlenirken (Resim 4.1 A), kilttr kabina
yapismayan hicrelerin de oldugu saptandi. Kiltir kabina yapismayan
hicrelerin dzellikle eritrositer seriye ait hucreler olduklari gézlendi. Kaltar
vasatinin iki ginde bir degistiriimesi ile yapilan kultir sonrasinda, kalturin 6.
gununde kultar kabina yapigan hicreleri sayisinin arttigi ve ylizen hucrelerin

azaldigi izlendi (Resim 4.1 B).

Resim 4.1: Mezengimal kok hucre kalttrd 3. gun (A), 6. gun (B), 9. gun (C).
A: X100, B-C: X200
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Kultar kabina yapisan hucrelerin epiteloid karakterde olduklari gorulda.
Kaltarin 9. gunuande kultar kabina yapismis hicrelerin sayisinin daha da
arttigi ve yer yer confluent (kultar kabinin kaplanmasi) olduklari izlendi.
Hucreler konfluent olduktan sonra hicreler kaldirilarak bir kismi

immunohistokimyasal analiz igin pasajlandi. Kalan hicreler ise steril

enjektorlere alinarak deneklere verilmek Gzere hazirlandi.

Resim 4.2: Kultiran 10. gininde mezensimal kok hucrelerde CD4 (A,B) ve
Brd-U (C,D) immunoreaktiviteleri. Negatif kontrol boyama (E) boyanma
izlenmemektedir. X400.

Kualtarin 9. gununde pasaj yapilan hicreler ertesi guna (kalttrin 10.
gunu) immunohistokimyasal analiz igin tespit edildi. Uygun

immunohistokimyasal protokol uygulamasindan sonra, hticrelerde CD-4 ve
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Brd-U dagilimlari incelendi. Kulture edilen hucrelerde CD-4
immunoreaktivitesi gok az hucrede zayif siddette (+) pozitif oldugunun
gozlenmesi bu hucrelerin gogunun kemik iligi stromal mezensimal kok
hicreler oldugunu dusundurdu. Brd-U isaretlemesi yapildiktan sonra,
hacrelerin Brd-U ile isaretlendiklerinin analizi igin yapilan
immunohistokimyasal boyama sonucunda ise, tim hucrelerin Brd-U ile
siddetli pozitif (+++) olarak boyandigi izlendi (Resim 4.2 C,D).
immunohistokimyasal boyanmalarin artalan boyamasinda kullanilan
hematoksilen ile géranarlaligunin azalmig olabilecegi dusunulduginden,
boyanma analizleri artalan boyamasi kullaniimamig (Resim 4.2 A,C) ve
kullaniimis (Resim 4.2 B,D) érneklerde incelendi. Negatif kontrol boyamasi
sonucunda ise hi¢ bir boyanmaya rastlanmadi (Resim 4.2 E).

4.2. Hematoksilen-Eozin ve Mason-Trikrom Boyama:

Calismanin histolojik incelemelerinde kronik nefrotoksisite bulgular
olarak tibduler atrofiye ikincil gelisen tlbuler [limende genigleme, interstisyel
mononukleer hicre infiltrasyonu, intersitisyel fibrozis skorlamasi ve elde
edilen sonuclar agagidaki tablolarda gosterilmigtir (Tablo 4.1 ve 4.2).
Tablo 4.1: Nefrotoksik histopatolojik bulgularin skorlamasi
A. Tubuler atrofi (0- 3)

B. Tubulointersitisyel mononukleer hiicre infiltrasyonu (0- 3)

C. interstisyel fibrozis (0- 3)

A B C
Skor 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Grup
Grup 1 (n=6) 0 2 4 1 2 4 0 2 4
Grup 2 (n=7) 5 2 0 1 3 3 2 4 1
Grup 3 (n=8) 0 0 0 8 0 0 0 0 0
Grup 4 (n=8) 0 0 0 8 0 0 0 0 0
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Tablo 4.2: CsA nefrotoksitesine iliskin histopatolojik bulgularin gruplara gore

skor ortalamalari

A B C
Grup 1 (n=6) 2.66+0.21* 2.33+0.33 2.66+0.21
Grup 2 (n=7) 1.28+0.18 2.28+0.28 1.85+0.26
Grup 3 (n=8) 0 1.00+0.00 0
Grup 4 (n=8) 0 0 0

Sadece CsA verilen gruptaki (Grup 1) sigcanlarin bobrek dokularinda
kronik CsA nefrotoksisitesine ait tipik degisiklikler gdzlendi. Hematoksilen-
eozin ile yapilan boyamada renal kortekste tubller atrofiye sekonder tibuler
Ilimende genisleme diger gruplara oranla artmis saptandi (Resim 4.3 A-B).
Sirasiyla grup 1’de tubdler atrofi skoru 2.66+0.21, grup 2’de 1.28+0.18'di,
grup 3 ve 4’de tubuler atrofi yoktu, grup 1 ve 2 arasinda istatistiksel farklilik
saptandi (p<0.001).

Grup 1’deki siganlarda tibulointersitisyel mononukleer hicre infiltrasyonu
artmig olarak goruldu. Sirasiyla tibulointersitisyel mononukleer hicre
infiltrasyonu skorlari, grup 1’de 2.33+0.33, grup 2’de 2.28+0.28. Grup 3 ve
grup 4’de tubdulointersitisyel monontkleer hiicre infiltrasyonu yoktu.
Tubdulointersitisyel mononukleer hiicre infiltrasyonu agisindan grup 1 ile grup
3 ve grup 4 arasinda ve grup 2 ile grup 3 ve grup 4 arasinda anlamli farklilik
saptanirken (p<0.001), Grup 1 ile grup 2 arasinda anlaml fark saptanmadi
(p>0.05). Grup 2'de tubulointersitisyel alanda gbzlenen hicre varliginin hem
bu gruba verilmis olan kemik iligi kaynakli mezensimal kok hicrelerden hem
de inflamatuvar hicrelerden kaynaklanabilecegi dustnulda ki Brd-U ile
bunlarin pozitif isaretlenmesi bunu desteklemekteydi. Sadece mezensimal
kok hucre uygulanan grupta (Grup 3) ve kontrol grubunda (Grup 4) kortekste
tubuler ve glomeruler yapilarin normal histolojik 6zellikte oldugu, tubuler
atrofinin ve glomeruler dilatasyonlarin olmadigi gézlendi (Resim 4.5 A-B ve
Resim 4.6 A-B).
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Grup 1’deki siganlarda diger degisikliklere ek olarak arterioler hyalin
depolanmasi ve Bowman kapsulinde genigleme, bazi glomerillerde
yapisikliklar gdzlenirken grup 2’deki siganlarda yer yer Bowman kapsulinde
genigleme, bazi glomerullerde yapisikliklar gézlendi, arterioler hyalin
depolanmasi daha az olarak goruldu. Renal medullada ise toplayici tubuler
epitel hucrelerin arasinda piknotik ¢ekirdekli hiicrelere rastlandi. Grup 2'de de
renal medullada toplayici tubuler epitel hicrelerininde piknotik ¢ekirdekli
hicrelere rastlandi. Ayrica intersitisyel alanda yer yer hlcre infiltrasyonu ile
birlikte fibrosizin oldugu goruldu.

Masson-Trikrom boyamasinda glomeruler ve tlibuler dilatasyon yani sira
kollajen depolanmasindaki artis bulgulari tibulointersitisyel fibrozis olarak
degerlendirildi. TUbulointesitisyel fibrozis skorlari sirasiyla grup 1’de
2.66x0.21, grup 2’de 1.85+0.26°d1, grup 3 ve 4’de tubulointersitisyel fibrozis
yoktu. Grup 1’de renal medullada Masson- Trikrom ile kollajen
depolanmasinin artmis olarak degerlendirildi (Resim 4.3 C-D). Grup 2’'de de
Masson-Trikrom boyamasinda kollajen depolanmasinin daha az (Resim 4.4
C-D) ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0.05). Grup 3
ve grup 4’de renal medullada yapilarin normal histolojik 6zelliklerini
korudugu, tubulointersitisyel fibrozisin olmadigi saptandi (Resim 4.5 C-D ve
Resim 4.6 C-D).
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Resim 4.3: Grup 1’deki siganlarda gorulen kortikal ve meddller histopatolojik

degisiklikler. Hematoksilen-eozin (A, B) ve Masson Trikrom (C, D) boyama,
X 400. Tuabduler atrofi (Ta), Bowman kapsulunde genisleme (BG),
Tubulointersitisyel inflamatuvar hiucre artisi ve fibrozis (TF), arterioler hyalin

birikimi (ok ile) gosterilmigtir.
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Resim 4.4: Grup 2’ deki siganlarda goérulen histolojik degisikliklerin

Hematoksilen- eozin (A-B) ve Masson- Trikrom boyamalari (C-D). X 400.

Tubdulointeristisyel alanda hicre artisi ok ile gosterilmigtir.
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Resim 4.5: Grup 3’teki siganlarda gorulen histolojik degisiklikler.

Hematoksilen- eozin (A-B) ve Masson- Trikrom (C-D) boyamalar. X 400.
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Resim 4.6: Grup 4’teki siganlarda gorulen histolojik degisiklikler.

Hematoksilen-eozin (A-B) ve Masson Trikrom (C-D) boyamalar, X 400.
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4.3. Tunel incelemesi:

TUNEL incelemesinde kullanilan skorlama tablo 4.3’de, inceleme sonuglari
tablo 4.4’de gdsterilmistir.

Tablo 4. 3: TUNEL skorlamasi

TUNEL
Korteks Medulla
Grup 1 (n=6) Nadir + +
Grup 2 (n=7) - ++
Grup 3 (n=8) - Nadir +
Grup 4 (n=8) - Nadir +

Tablo 4.4: TUNEL skorlarinin gruplara gore ortalamalari

TUNEL
Korteks Medulla
Grup 1 (n=6) %3.110.69 % 23.7+1.66
Grup 2 (n=7) 0 % 31.1+1.88
Grup 3 (n=8) 0 % 0.75£0.37
Grup 4 (n=8) 0 % 0.63+0.32

TUNEL boyamasi sonucunda grup 1’de TUNEL pozitif hiicreler
kortekste % 3.1+0.69 oraninda gozlenirken, medullada d6zellikle toplayici
tubulUslerde daha yogun olmak Gzere TUNEL pozitif hicreler % 23.7+1.66
dizeyinde izlendi (p<0.001). Grup 2’'de siganlarda renal kortekste TUNEL
pozitif hlcreye rastlanmazken, medullada TUNEL pozitif hicrelerin hem
intersitisyel alanda hem de toplayici tibultslerde % 31.1+£1.88 oldugu ve
grup 1’e gore anlamli olarak artmis oldugu gézlendi (p<0.001). TUNEL pozitif
hicreler grup 3 ve grup 4’de kortekste gdozlenmezken ve medullada grup 3’de
% 0.75£0.37 ve grup 4’de % 0.631£0.32 oldugu izlendi ancak istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Resim 4.7).
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Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Resim 4.7: Grup 1, 2, 3 ve 4 ‘e ait bdbrek kesitlerinde TUNEL boyamasi.
Boyama sonucunda TUNEL pozitif hticreler kahverengi ¢ekirdekli olarak
gorulmektedir. X400.
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4.4. immunohistokimyasal analiz:
immunohistokimyasal incelemde kullanilan skorlama tablo 4.5’de, analiz
sonuglari tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5: immunohistokimyasal skorlama

TGF-B1 TGF-B3 Kollajen-1
Korteks | Medulla| Korteks Medulla Korteks Medulla

Grup 1 (+) (+) (++) (++) (+) (+)
(n=6) yer yer (-)
Grup 2 (+) (++) (+) (++) (+) (+)
(n=7) yer yer (++)
Grup 3 (x () Yeryer (+) | Yeryer (+) (+) (+)
(n=8)
Grup 4 ( (¥) | Yeryer(+) | Yeryer(+) | (+) ™)
(n=8)

Tablo 4.6: immunohistokimyasal bulgulari ortalamalari

TGF-p1 TGF-B3 Kollajen-1

Korteks Medulla | Korteks Medulla Korteks Medulla

Grup 1| 0.5:0.19 [0.880.13 | 1.88£0.1 | 2.00£0.04 | 0.880.1 | 1.00+0.04
(n=6)

Grup 2| 1.0£0.02 | 0.49+0.13 | 1.13+£0.1 | 1.88+£0.13 | 0.75+0.16 | 1.38+0.18
(n=7)

Grup 3| 0.38+0.18 | 0.38+0.18 | 0.63+0.2 | 0.38+0.18 | 0.75+0.16 | 0.63+0.18
(n=8)

Grup 4 | 0.25+0.16 | 0.25+0.16 | 0.5+0.19 | 0.25£0.16 | 0.75+0.16 | 0.38+0.18
(n=8)

4.4.1. TGF-B1 Dagilimi:

Calismada TGF-B1 immunoreaktiviteleri, kortekste sirasiyla grup 1’de
0.5+0.19, grup 2’de 1.0£0.02, grup 3’de 0.38£0.18 ve grup 4'de 0.25+0.16 ve
medullada sirasiyla grup 1'de 0.88+0.13, grup 2'de 0.49+0.13, grup 3'de
0.38%0.18 ve grup 4’de 0.25+0.160larak bulundu. Kortikal TGF 1
immunoreaktivitelerinde gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi

(p>0.05). Medullada ise grup 1’deki immunoreaktivite diger gruplara gore
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anlamli olarak fazla saptandi (p<0.01). Grup 3 ve 4’de immunoreaktivtelerinin
zayIf oldugu gorilda ve grup 2’deki immunoreaktiviteyle anlamli farklilik
saptanmadi (p>0.05).

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Resim 4.8: Grup 1, 2, 3 ve 4‘e ait bobrek kesitlerinde TGF-B1 dagilimi.
immunohistokimyasal boyama sonucunda immunoreaktiviteler kahverengi
olarak goérulmektedir. X400.

4.4.2. TGF-B3 Dagilimi:

TGF-B3 immunoreaktiviteleri kortekste grup 1'de 1.88+0.1, grup 2'de
1.13+0.1, grup 3’de 0.63%0.2 ve grup 4’de 0.5+0.19°’du. Medullada TGF-33
immunoreaktiviteleri sirasiyla grup 1’de 2.00+0.04, grup 2’de 1.88+0.13, grup
3’de 0.38£0.18 ve grup 4’de 0.25+0.16'dI.

TGF-B3 immunoreaktivitesi kortekste grup 1 ve grup 2 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gdstermese de (p>0.05) grup 3 ve grup 4’e
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gore anlaml olarak artmis saptandi (p<0.001). Grup 2’'deki TGF-33
immunoreaktivitesinde kortekste grup 3 ve grup 4 ile anlaml farklihk
saptanmazken, medullada grup 3 ve grup 4’e gbre anlamli oranda fazla
saptandi (p<0.001).

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Resim 4.9: Grup 1, 2, 3 ve 4 ‘e ait bobrek kesitlerinde TGF-B3 dagilimi.
immunohistokimyasal boyama soncuunda immunoreaktiviteler kahverengi
olarak gorulmektedir. X400.
4.4.3. Kollajen-1 Dagilim:

Kollajen-1 immunoreaktivitesi kortekste, sirasiyla grup 1’de 0.88+0.1,
grup 2'de 0.75+0.16, grup 3’'de 0.75+0.16 ve grup 4’de 0.75+0.16’d1.
Medullada kollajen-1 immunoreaktiviteleri sirasiyla grup 1’de 1.00+0.04, grup
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2’de 1.38+0.18, grup 3'de 0.63+0.18 ve grup 4’de 0.38+0.18'di. TUm
gruplarda kollajen-1 immunoreaktivitesi korteks ve medullada anlamli farkhlik
gOstermedi (p>0.05).

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Resim 4.10: Grup 1, 2, 3 ve 4 ‘e ait bobrek kesitlerinde kollajen-1 dagilimi.
immunohistokimyasal boyama ile immunoreaktiviteler kahverengi olarak
gOrulmektedir. X400.
4.4.4. Brd-U ve CD-4 Dagilimr:

Brd-U boyamasi sonucunda Grup 1 ve Grup 4’de hlicre
uygulanmadigindan dolayr immunoreaktivite bulgusu yoktu. Grup 2’de Brd-U

pozitif htcreler tubulointersitisyel alanda ¢ekirdeklerinin pozitif boyanmasi
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sonucunda ayirt edildi. Grup 3’de yine tubulointersitisyel alanda hicrelerin
oldugu ancak grup 2'deki pozitif hlicrelerden daha az oldugu saptandi.

CD-4 immunoreaktivitesinin tim gruplarda negatif olmasi nedeniyle

kullanilan kok hicrelerin mezensimal kok hicreler oldugu disunaldi.
Brd- U CD-4

Grup 1

Grup2

Grup 3

Grup 4

Resim 4.11: Grup 1, 2, 3 ve 4'e ait bobrek kesitlerinde Brd-U ve CD-4
Dagilimi.  immunohistokimyasal boyama sonucunda immunoreaktiviteler

kahverengi olarak gorulmektedir. X400.
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5. TARTISMA

CsA’nin 1970’li yillarda tanimlanmasini izleyerek onemli bir
immunsupresif oldugunun anlisilmasi yaygin olarak klinik kullanima
girmesine yol agcmistir. Baglica kullanim alanlarindan biri allojenik solid organ
ve HKHT’dur. Bu amagla kullanimi sirasinda birgok ¢alismada CsA’nin etkin
bir immunsupresyon sagladigi ve greft reddini azalttigi gosterilmistir (47,
141). Etkisini yardimci T hucreleri etkileyerek immun sistemde IL-2, IL-6,
TNF, IFN gibi birgok dlizenleyici sitokinin yapimini azaltmasi yolu ile
gOstermektedir (8, 142).

CsA’nin nefrotik sendrom tedavisinde kullanimi ile ilgili erigkin ve
cocuklarda yapilan galismalar yliksek basari orani gostermektedir. Tejani ve
arkadaslari CsA kullanan grupta, kontrol grubuna gére anlamli oranda
proteinurinin geriledigi ve serum albimin dizeylerinin ylkseldigi gdzlemistir
(36). Hamasaki ve arkadaslari CsA ile pulse metilprednisolon tedavisi
kombinasyonunun tekli steroid tedavi rejimlerine gére anlamli olarak daha
basarili oldugunu belirtmistir (2).

CsA’nin etkinligi ve yaygin kullanimina ragmen gastrointestinal
intolerans, hipertrikozis, dis eti hipertrofisi, iyon dengesizligi, jinekomasti,
enfeksiyonlara egilim, sekonder malignite gelisimi riski, norotoksisite,
hepatotoksisite ve nefrotoksisite gibi yan etkileri mevcuttur (63, 70, 143).
Diger yan etkilerle kiyaslandiginda, kronik nefrotoksisite ilacin kullanimini
sinirlayan baslica yan etkidir (61).

Nankivell ve arkadaslari renal transplantasyonlu hastalarda yaklasik
on yil sonra yapilan renal biyopside CsA’ya bagl nefrotoksisite bulgularinin
tum vakalarda oldugunu bildirmistir (144).
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Klinik Gnemi bu kadar fazla olan ve yaygin kullanilan CsA’'nin
nefrotoksistesinden korunmak amaciyla farkli nefrotoksisite mekanizmalarina
yonelik cok cesitli ilag ile deneysel ¢alismalar yapilmistir. CsA
nefrotoksisitesinde antioksidan tedavinin etkinligini arastiran ¢calismalarda
Ural ve arkadaslari E vitamini, Duru ve arkadaslari N-asetil sistein ve Buffoli
ve arkadaslari provinol gibi antioksidanlarin kullanimiyla bobrek fonksiyon
testleri ve glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz gibi antioksidan
enzim aktivitelerinde diizelme oldugunu gostermistir (85, 88, 145).
Antiinflamatuvar tedaviler ile inflamatuvar sureclerin yavaslatiimasi veya
durdurulmasi, boylelikle fibrozisin azaltiimasi amaciyla Atakan ve arkadaslari
IOkotrien reseptor antagonistleri, Pereria ve arkadasglari pioglitazon kullanarak
bdbrek fonksiyon testlerinde diizelme, GFR, proteinlri ve TGF 3
ekspresyonunda azalma oldugunu gostermigstir (87, 146). RAAS
aktivasyonunun onlenmesi ile ilgili olarak Macuncuoglu ve arkadaslari ile
Silva ve arkadaslari spironolaktonun CsA nefrotoksisitesinde GFR’yi
arttirdigini géstermistir (83, 84). Tanaka ve arkadaslari ile Li ve arkadaslari
ise calismalarinda CsA doz azaltiimasi ile nefrotoksik etkilerden korunmaya
calismis ve serum kreatinin duzeyi ve proteinurinin azaldigini gostermistir
(34, 147).

Yapilan deneysel calismalarda nefrotoksisite gelismeden, yani CsA
tedauvisi ile birlikte baglanan antiinflamatuvar, antioksidan tedaviler ve RAAS
blokaji ile histopatolojik ve biyokimyasal duzelme saglanmis ancak olusmus
nefrotoksisitenin tedavisine yonelik ¢calisma literatirde bulunamamigtir.

Bu calismada deneysel olarak CsA nefrotoksisitesi yaratilan sicanlara
kemik iligi kaynakh mezensimal kdk hticre verilerek olusmus nefrotoksisitenin
histopatolojik bulgularinin dizelip diizelmeyeceginin arastirilmasi amaglandi.
Kok hlcre tedavisi son yillarda kullanim alani genigleyen ve kullanim sikhgi
artan en onemli yeni nesil tedavi yontemidir. Kaynagina gore embriyonik ve
embriyo digi kdkenli olan kok hucreler, kendi iglerinde farklihk géstermekle
birlikte, Ustun farkhlagma yetenegdine sahiptir (119). Kemik iligi kaynakh
mezengimal kok hucreler, kemik iliginde non-hematopoetik stroma kaynakl

multipotent hicrelerdir. Erigkin tip kok hucreler olduklari igin plastisite yoluyla
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mezengimal dokular disindaki dokulara da donusebilir. Bu 6zellikleri
sayesinde deneysel calismalara konu olmusglardir (114).

Nagaya ve arkadaslarinin dilate kardiyomyopatili sicanlarda (148),
Rojas ve arkadaslarinin bleomisin ile akciger hasari yaratilan siganlarda
(149) mezensimal kdk hicreleri kullanmig ve hasarli hicrelerin yerini alarak
fonksiyonel ve yapisal iyilesme sagladiklarini gostermislerdir. Mezengimal
kok hacrelerin literatlirde basarili olarak kullanilmis olmasi nedeniyle bu
deneysel ¢calismada CsA’'nin kronik nefrotoksisitesinde mezengimal kdk
hacrelerin etkisinin arastiriimasina karar verildi.

CsA nefrotoksisitesi yaratilan siganlara kemik iligi kaynakh
mezensimal kok hicre verilerek yapilan bu gcalismada CsA uygulanan tim
siganlarda (grup 1 ve grup 2) literatlire benzer sekilde kronik nefrotoksisiteye
ait histopatolojik bulgular gézlendi. Bunlar 1sik mikroskopide hematoksilen-
eozin boyamasi ile aterioler degisiklikler, tubuler atrofi, tibulointerstisyel
hicre inflamasyonu, glomerillerde genisleme ve yer yer yapisikhiklardi. Grup
2’de yani CsA ve kok hlcre uygulanan grupta tubdler atrofi ve interstisyel
fibrozis grup 1’e gore daha azdi. Bu arada arteriolopati derecelendiriimesi
calismada elektron mikroskopi kullaniimadigi igin niceliksel olarak
yapilamadi, ancak arteriolopati grup 1’de grup 2’ye gore daha belirgindi.
Tabdler atrofinin grup 2’de grup 1’e gore anlaml olarak daha az
saptanmasinin nedeninin verilen mezensimal kok hucrelerin hasarli tubul
hdcrelerinin yerini alarak iyilesmeyi saglamasina bagl olabilecedi dusunulda.
Bir diger 151k mikroskopik degisiklik olan tubulointerisitisyel mononukleer
hicre artisi grup 1 ve grup 2'de grup 3 ve grup 4’e gore anlaml olarak artmig
olarak goruldu. Ancak grup 2'de grup 1 ile benzer saptandi. Bunun CsA
nefrotoksisitesi nedeniyle tubulointerisitisyel alana infiltre olan inflamatuvar
hlcrelerden ve/ veya buraya go¢ eden mezengimal kok hicrelerden
kaynaklanabileceg@i dugunuldu. Brd-U boyamasi ile bu bolgelerde pozitif
isaretlenme de artig bu hucrelerin bir kisminin verilen mezengimal kok
hicreler oldugu gorusini desteklemekteydi. Masson Trikrom ile yapilan
incelemede grup 3 ve grup 4’e oranla grup 1 ve grup 2’de kollajen artisgi ve

inflamatuvar hicre artisinin istatistiksel olarak anlamli oranda yuksek olmasi
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da kronik nefrotoksisite ile uyumludu. Grup 2’de grup 1 ile benzer oranda
fibrozis varliginin bu bulgunun gerilemesi i¢in daha uzun bir sure
gerekmesine bagl olabilecegi dugunuldu.

Deneysel olarak olusturulan bazi renal hasarlanma modellerinde
mezengimal kok hucrelerin iyilestirici etkileri gosterilmigtir. Qian ve
arkadaslari gliserol ile ve Lin ve arkadasglari ise iskemi-reperfuzyon hasari
yoluyla akut bobrek yetmezligi olusturduklari modellerde mezengimal kok
hicre uygulanmasi ile histolojik olarak kok hucrelerin hasarli bolgeye gog
ettigini, biyokimyasal olarak bobrek fonksiyon testlerinin dizeldigi gostermigstir
(133, 150). Kronik bébrek yetmezligi modellerinde Hong ve arkadasglari (137)
streptozosin vererek diyabetik nefropati gelistirdikleri sicanlarda Brd-U ile
isaretli mezensimal kok hicre vererek renal hicre kitlesinde artma ve
proteinUride azalma saglamistir. LeBleu ve arkadagslari deneysel olarak
Alport sendromu yaratilan siganlarda mezensimal kok hucre
uygulamasindanig¢ hafta sonra normal glomeriler bazal membran hicrelerini
saptamistir (151). Cavaglieri ve arkadaslari 5/6 nefrektomili siganlarda (152)
yaptigi calismada lokal (intrakapsuler) mezensimal kok hicre uygulanmasi
sonrasinda kok hucrelerin renal kortekse gogtigunu ve siganlarda
hipertansiyon, proteinuri ve glomerulosklerozda azalma oldugunu
gOstermisgtir.

TUNEL yo6ntemi kullanilarak incelenen apopitozis artisinin Grupl ve
grup 2’'de belirgin oldugu halde diger gruplarda az olmasi, CsA nefrotoksisite
mekanizmalarindan birinin apopitozis oldugunu desteklemektedir. Benzer
sekilde Thomas ve arkadaslari da CsA nefrotoksisitesindeki renal fibrozis
gelisimi ile apopitozisin yakin iliskili oldugunu belirtmistir (153). TUNEL
yontemi ile grup 1 ve grup 2’de medulladaki etkilenmenin kortekse gore
anlamli sekilde fazla oldugu goruldi. Tubdl hicrelerinde piknotik ¢ekirdekli
hlcrelerin daha ¢ok gorulmesi ile medulladaki etkilenmenin korteksten
anlamli olarak fazla oldugunu goésterdi. Etkilenmenin bu bdlgede daha fazla
olmasi Venkatachalam ve arkadaslar’'nin deneysel olarak gdsterdigi gibi bu
bdlgenin iskemik hasara en hassas bolge olmasi (154) ve ayrica CsA’nin ¢ok

lipofilik olmasi nedeniyle hiicre duvarini kolaylikla etkileyerek tubullere direk
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veya tubul hicresinin iginde organellere toksik etki gostermesi ile agiklanabilir
(85). Grup 2’de TUNEL pozitif htcrelerin grup 1’e gore istatistiksel olarak
anlamli oranda artmis olmasi apopitoza giden hicrelerin hem CsA’nin etki
ettigi intrensek renal hicreler hem de verilen mezengimal kdk hicrelerden
olabilecegini dusundurdu.

Bu calismada immunohistokimyasal olarak incelenen ve fibrozis
gOstergeleri olarak bilinen TGF 1 ve TGF B3 aktiviteleri Grup 1 ve grup 2’de
grup 3 ve grup 4’e goére daha fazlaydi. TGF B3’teki artis grup 1’de grup 2'ye
goOre anlamli oranda daha fazlaydi. Bunun verilen kok hicrelerin etkisi ile
hasarli dokuda iyilesme ve dolayisiyla fibrozise gidiste azalmanin bir
gOstergesi olabilecegdi disunuldi. TGF ekspresyonu ile fibrozis arasindaki
iliskiyi Shihab ve arkadaslari CsA tedavisinin TGF- B dluzeyi artigi ile
extraselliler matriks artigi Uzerine yaptigi gcalismada gostermistir (155).
Kollagen-1 immmunoreaktivitesinde gruplar arasinda belirgin farkhlik
olmadidi izlendi. Bu durumun kollagen-1’in daha ge¢ degdisen ekstrasellller
bir matriks elemani olmasi ve kok hucre uygulamasindan sonra hentz
duzelme gosterecek zaman olmadan ¢alismanin bitmesinden
kaynaklanabileceg@i dusunuldu.

Brd-U ile isaretli mezensimal kok hlcrelerin grup 2’de grup 3’e gore
daha fazla oldugu gézlenmisti. Bu durum Wynn ve arkadaslarinin (156)
tubuler hasarlanma sonucunda ortaya ¢ikan SDF-1 (Stroma kaynakh faktor)
adli kemokinin ve Herrera ve arkadaslarinin (157) akut tubuler nekrozlu
siganlarda hasarli tubullerden salinan CD44’Gn kok hicre goginu kontrol
etigini 6ne strdugu ¢alismalar ile uyumlu olarak goraldi. Grup 2’'de 6zellikle
tubdller arasinda Brd-U ile igaretli mezensimal kdk hicrelerin grup 3’e gore
daha fazla saptanmasi kOk hicrelerin rejenerasyon igin hasar olan bolgelere

gittigini disundurmektedir.
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SONUC ve ONERILER

Siklosporin A halen kullanimdaki immunsupresan ilaglar arasindaki en
etkili ajanlardandir. Hem organ naklinde hem nefrotik sendrom basta olmak
Uzere yaygin kullanimina ragmen nefrotoksiste gibi ciddi yan etkileri
kullanimini sinirlamaktadir. Bu galismada kronik CsA nefrotoksisitesinde
kemik iligi kaynakli mezensimal kok hlcrelerin etkisi arastirildi. Sonug olarak
kok hucrelerin hasarli alana gog ettikleri ve CsA’nin neden oldugu hyalin
arteriopati, tubuller atrofi ve tibulointerstisyel fibrozisin azalmasini sagladigi
bulundu.

ileriki galismalarda mezangimal kék hiicrelerin uygun sinyaller verilerek
spesifik renal hicrelere farkhlastirildiktan sonra kullanimi, mezensimal
hicrelerin farklilagsma potansiyeli olan adiposit ve benzeri hiicrelere donlisme
riskini azaltacak ve kok hucre tedavisinin basarisini arttirabilecektir. Kok
hacreler ile ilgili galismalarinin artmasi ileride yeni ve daha etkili tedavi
alternatifleri yaratilabilmesi ve hatta insan ¢alismalarinin yapilabilmesi igin

oncul olabilecektir.
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OZET

Kronik siklosporin nefrotoksisitesinde kemik iligi kaynakli mezensimal

kok hucrelerin etkisinin arasgtiriimasi

Siklosporin A (CsA) son yillarda allojenik transplantasyon ve nefrotik
sendrom tedavisinde yaygin olarak kullanilan immunsupresif bir ajandir. Bu
ilacin kullanimin kisitlayan en 6nemli yan etkisi dozdan bagimsiz gelisebilen
kronik nefrotoksisitedir. Mezengimal kok hucreler otolog kullanilabilmeleri,
etik sorunlara yol agmamasi ve daha ¢ok kaynaktan elde edilebilmesi gibi
avantajlari nedeniyle daha sik kullaniimaktadir. Bu ¢aligmada mezengimal
kok hacrelerin deneysel olarak kronik CsA nefrotoksisitesi Uzerine olan
etkilerinin arastiriimasi amacglanmistir.

Calismaya 40 adet Wistar cinsi geng eriskin sican alindi. Bir gruba 60
guin boyunca SC yolla giin 15 mg/kg/g CsA, ikinci gruba ayni sekilde CsA ve
60. gunde kemik iligi kaynakh mezensimal kdk hucre, Gglncu gruba sadece
kemik iligi kaynakli mezensimal kdk hicre verildi. Dérduncu grup kontrol
grubuydu. Sicanlar 67. gunin sonunda sakrifiye edilerek bébrek dokulari
histopatolojik ve immunohistokimyasal (TGF-B1, TGF-B3, Kollajen-1, Brd-U,
CD4) olarak incelendi.

Grup 2'de Grup 1’e gore arteriolopati, tubuler atrofi ve
tubulointerstisyel fibrozis daha azdi. TUbulointerisitisyel mononukleer hiicre
artisi grup 1 ve grup 2’'de grup 3 ve grup 4’e gore anlamli olarak artmig
bulundu, ancak grup 2 ile grup 1 arasinda farklilik yoktu. Bunun CsA’ya bagh
tubulointerisitisyel alana infiltre olan inflamatuvar hiicrelerden ve/ veya
buraya go¢ eden mezengimal kok hucrelerden kaynaklanabilecegi
disunulda. Brd-U boyamasi ile bu boélgelerde pozitif isaretlenme de artis bu

hicrelerin bir kisminin verilen mezengimal kok hucreler oldugu gorusunu
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desteklemekteydi. Mezengimal kok hucrelerin hasarli dokulara gog ettikten
sonra tubuler rejenerasyona katki sagladigi dusunaldi. Grup 3 ve grup 4’te
tiibuler atrofi, fibrozis, arteriopati bulgulari yoktu. immunohistokimyasal olarak
TGF-B1 ve TGF-B3 ile boyanma grup 2'de grup 1’e gére anlamli olarak
azalmisti. Bu da tubulointerstisyel fibrozise kdk hucrelerin olumlu etkisini
gostermekteydi.

Sonug olarak deneysel kronik CsA nefrotoksisitesindeki histopatolojik
bulgularin kemik iligi kaynakli mezengimal kok hucrelerle geriletilebilecegi
gosterildi.

Anahtar sozcikler: Siklosporin A, deneysel, nefrotoksisite, kemik iligi

kaynakli mezengimal kok hucre
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SUMMARY

Investigation of the effects of bone marrow-derived mesenchymal stem

cells in the chronic cyclosporine nephrotoxicity

Cyclosporine A (CsA) is a powerful immunosupressant which is used
for allogenic transplantation and nephrotic syndrome treatment. ldiosychratic
chronic nephrotoxicity is the most important side effect limiting use of CsA.
Mesenchymal stem cells are often used because they have the advantage of
being able to be used autologous, not causing ethical problems and being
able to be got from more sources. In this study the aim was to evaluate the
effects of experimental mesenchymal stem cells on chronic CsA
nephrotoxicity.

In this study 40 young adult Wistar rats were included. Rats in the
group 1 had 15mg/kg/d subcutaneous cyclosporine for 60 days. Rats in the
group 2 had cyclosporine by the same way and 60 days later were
administered bone marrow derived mesenchymal stem cells. Rats in the
group 3 had only bone marrow derived mesenchymal stem cells. Rats in the
Group 4 were controls. All the rats were sacrified at the end of the 67. day
and all the renal tissues were examined histologically and
immunohistochemically (TGF-p1, TGF-p3, Collagen-1, Brd-U, CD4).

Arteriolopathy and tubular atrophy in group 2 were less than group 1.
Increase in tubulointerstitial mononuclear cells was higher in both group 1
and 2 compared to other two groups, but there were no significant difference
between group 1 and 2. This was thought to be due to inflammatory cells
infiltrating tubulointerstitial area caused by CsA and/or mesenchymal stem
cells migrating here. Increase in positive marking with Brd-U staining
supports our thought of some of these cells were administered mesenchymal

stem cells. We suggested mesenchymal stem cells contributed to tubuler
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regeneration following migration to injured area. In group 3 and 4 there was
no finding suggesting tubular atrophy, fibrosis and arteriolopathy.
Immunohistochemically, in group 2, staining with TGF-B1 and TGF-$3 were
significantly decreased compared to group 1. This in turn was showing
favorable effects of mesenchymal stem cells on tubulointerstitial fibrosis.

In conclusion, we showed that histopathologic findings caused by
experimental chronic CsA nephrotoxicity can be reversed by bone marrow-
derived mesenchymal stem cells

Keywords: Cyclosporine A, experimental, nephrotoxicity, bone

marrow derived mesenchimal stem cell
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