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TESEKKUR
Nefroloji yandal ihtisasi yagiim donemde bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen ve
tezimin her gamasinda destek veren tez garanim Dog. Dr. Ali Akcay'a,
Yandal intisasim suresince birlikte gailgim tim asistan, hegime ve bolim cakanlarina,
Ihtisasimin tum @malarinda desgii hissettgim anneme, babamasime ve cocuklarima
tezimde ve daha bka calgmalarimda hep yanimda olan abime

Tesekkur Ederim

1.GIRIS VE AMAC

Kronik allograft nefropatisi fizyopatolojisinde imimolojik ve nonimmunolojik birgok
faktortin rol oynadii bilinmektedir. Nonimmunolojik faktorler arasindalsindrin inhibitor
toksisitesi son yillarda 6n plana ¢ikmayaslamistir. Ozellikle Nankivel ve arkagiarinin

yapms oldugu calsmalar sonrasinda uzun donemde kalsinorin inhibikiitanan hastalarin



neredeyse tamaminda az ya da ¢ok nefrotoksisigligmesi, bu konuyu ciddi bir bigcimde
transplantasyon pr&inin ontine koymsgtur (1,2).

Kalsinorin inhibitorlerine bgh nefrotoksisite ile ilgili ¢akmalarda renin-anjiyotensin-
aldosteron sistemi, platelet aktive edici faktGrdetelin ve eikosanoidler etkili bulungtur
(3,4).

Ayrica siklosporinin reaktif oksijen Grtnlerini vigpid peroksidasyonunu artirarak direkt
olarak nefrotoksik, hepatotoksik ve kardiyotoksikdugu ve antioksidan kullaniminin

siklosporin yan etkilerini azalggi gosterilmstir (5,6).

Bu calsmadaki amacimiz siklosporinin reaktif oksijen Gegmin tretimini ve membran lipid
peroksidasyonunu artirarak renal fonksiyonlari lugadu ve bir antioksidan olan erdosteinin

siklosporin nefrotoksisitesi tizerindeki koruyuckigini argtirmakti.

2.GENEL BILGILER

2.1. TANIM

Kalsinérin inhibitorleri (siklosporin ve takrolimyid980’'de kullanima girdikleri gtinden beri
solid organ transplantasyonunda immunsupresif iedavemelini olgturmulardir (7).

Kalsinorin inhibitorlerinden (KN) biri olan Siklosporin (Sandimmune®, Gengraf®,



Neoral®), funguslardan (Tolypocladium inflatum) el@dilen, organ transplantasyonu ve
otoimmin hastaliklarin tedavisinde yaygin olaraklakulan lipofilik siklik andekapeptid
(alipopholic 11 amino-acid polypeptide) bir immupsésif ilagtir. 1980°'den beri klinik
pratikte yerini almgtir. Mideden emilimi dgiskendir, plazma proteinlerine, lipoproteinlere ve
eritrositlere siki bglanir. Buyuk 6lgide karagerden metabolize edilir. Ortalama yarilanma
Omri 6.4-8.7 saat olgu halde bireysel olarak buyik farkliliklar gostesiklosporinin renal

klirensi sadece 1 ml/dk dir (8).

2.2.ETKI MEKAN IZMASI

Kalsin6rin, T hicrelerine antijen sunumundan somrterlokin-2 ve dger sitokinlerin
saliniminda rol oynayan bir sitoplazmik fosfatazddalsindrin inhibitérleri (CsA ve Tac)
lenfositler tarafindan Uretilen ve bir T hcre lgkihi olan interl6kin-2'nin dretimini selektif
olarak bloke ederler. Sitotoksik hucrelerin gabmasini onler ve dolayli olarak gama
interferon, IL-1 ve makrofaj kemotaktik faktér vaonosit fonksiyonlarini inhibe ederler
(sekil 1),(9). Prednisolone ile kombine kullanimdaak kardiyak, karager ve kemik ilgi
nakillerinde cok etkindirler ve akut rejeksiyon wzun donem gakalimlarinda 6énemili

iyilesme sglamslardir.
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Praliferasyon

Sekil 1. Immunsupresitlaclarin Etki Mekanizmalari

2.3. ENDIKASYONLAR

2.3.1. Solid organ ve kemik il transplantasyonu

Bobrek, karagier, kalp, akaier, kalp-akater birlikte veya pankreasin allojenik
transplantasyonlarinda greft reddinin 6nlenmesiw&énceden dger immunosupressif ilaglar
verilmis olan hastalardaki organ reddinin tedavisinde 18&0' beri yaygin olarak
kullaniimaktadir. Greft reddini azaltip, allogrgtr dGmru ve hasta yam suresini artirir (10).
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Kemik iligi transplantasyonu ve sonrasinda graft reddinirerimesinde, graft-versus-host

hastalginin dnlenmesinde veya tedavisinde yaygin olardlakumaktadir (11).

2.3.2. Otoimmun Hastaliklar:

Nefrotik Sendrom

Yetiskin ve cocuklarda steroide @ianli ve steroide direncli nefrotik sendrom ve miaim
lezyonlu nefropati, fokal ve segmental glomerilesékis gibi glomeriler hastaliklar veya

membrandz glomerulonefrit olgularinda kullaniimaktg12).

Romatoid Artrit

Siklosporin klasik, yawa etkili antiromatizmal ilaclarla sonu¢ alinamayaiddetli, aktif

romatoid artritli hastalarin tedavisinde etkili3).

Dermatolojik Kullanim

Immin aracili inflamatuar dermatozlarda K#rinin yeri vardir. Siklosporinin psoriazis,
atopik dermatit, pyoderma gangrenozum, sweet semgreubkorneal pistiler dermatozis,
liken planus, otoimmin bdlléz hastaliklar (kortike®idlerle kombine olarak),
sklerodermada, kronik idiopatik Urtiker, el ve algallaki kronik dermatidlerde siklosporinin

etkinligi gosterilmstir (14).

GOz Hastaliklari

Konvansiyonel tedavinin karisiz oldgu veya istenmeyen yan etkilere yol &cti
nonenfeksiydz orijinli, aktif gérme fonksiyonunuhtéit edici intermediyat veya posterior

Uveit, retinay! da kapsayan, tekrarlayici enflamatiatakli Behget tveiti, posterior blefaritis,



okuler rosasea, post-LASIK kuru goz, kontakt len®leransi, atopic keratokonjunktivit,

graft-versus-host hastgi) ve herpetik stromal keratitte CsA kullaniimaktad5,16).

Karaciger Hastaliklari:

Otoimmun hepatitler, primer biliyer sirozda da atkdi gosterilmitir (17).

2.4. METABOL1ZMA VE ILAC ETK ILESIMLERT

Siklosporinin barsaktan emilimi P-glikoprotein vieokrom P450 3A4 (CYP3A4) aktivitesi
tarafindan etkilenir. P-glikoprotein CsA’'nin intestl hicrelerden intestinal limene g
sglar ve burada CYP3A4'lUin intestinal aktivitesi ileetabolize edilir. CsA’'nin hepatik
metabolizasyonu da CYP3A4 aragila olmaktadir. P-glikoprotein ve CYP3A4 hem
inhibitér hem uyarici etkileri siklosporin metalwhasini, dolayisiyla ilag seviyelerini
degistirmektedir. CsA'nin terapotik indeksi ¢cok dardpek cok ilacla etkilgerek toksik ve
subterapottik seviyelere gelebilir. CsA diuzeylerkidgikselme nefrotoksik ve norotoksik yan
etkilere yol acarken subterapttik seviyeler issengpdant reddine neden olabilir. CYP3A4
inhibitéri olan pek cok ilag CsA seviyelerini Klkniolarak 6nemli o6lctude etkiler.
Ketokonazol, flukonazolklaritromisin, eritromisin,  sertralin, fluvoxaminyerapamil,
diltiazem, allopurinol, atorvastatisimvastatin ve losartanin CYP3A4'U inhibe ederelACs
seviyelerini artirdil bildirlmistir (18-20). P-glikoprotein inhibitérleri de CsA \ggesini
degistirebilir. Digoxin p-glikoproteini inhibe ederek @s seviyelerini yikseltirken
Karbamazepin, fenobarbital, fenitoin, rifampin, fsidirazon ve mayasil otu 3A4 veya P-
glycoprotein indukleyerek KN seviyelerini azaltabilirler (21,22). 3A4 ve P-giroteini

etkileyen ilaclarla birlikte CsA kullanilacaksa Csaviyesi siki kontrol edilmelidir.



2.5. YAN ETKILERI

2.5.1. Malignite Gelgimi

Renal transplant alicilarinda genel popilasyona déanser (kaposi, vulva veya vajina,
servix, non-hodgkin lenfoma, karger, bobrek, kolon gibi) insidansinda argérulmdtar.
Ozellikle lenfoma ve deri kanserleri transplantthisinda dramatik olarak artar. Onkogenik

viraslerin immunsupresyon altinda kontrolsuzagoasi ve bununla gkili TGF-§ Gretimi

malignite gelsiminde etkili olabilir. Siklosporin malign transf@rasyon icin presipitan olan
transkriptif faktor EA2 ve Pax8 ekspresyonunu arti€sA pek ¢cok malign hicrenin daha
invaziv seyreden fenotipe gigimine neden olur. Bu gsiklikler anti-TGF- tedavisi ile

kontrol altina alinabilir (23).

2.5.2. Metabolik Komplikasyonlar

KNT'leri arteriyel hipertansiyon ve lipidler tzerindmzukluklara neden olarak ve ayrica
glukoz intoleransi ve oksidatif strese katkida bahak kardiyovaskiler morbiditeyi artirirlar.
Son yillarda transplant hastalarinda LDL oksidasymm kontrollere gore daha fazla ofdu
bildiriimektedir (24). Diabetojenik 6zellikleri gkokortikoidlerle birlikte kullanildiklarinda
daha fazla gorilmektedir (25). g&r metabolik komplikasyonlari ise yiksek dginnli

kemik hastalil ve osteoporozdur (26).

2.5.3. Norolojik Komplikasyonlar

CsA ya b&l bas agrisi, uykusuzluk, ekstremitelerde tremor gibi noksisite bulgulari siktir

fakat hayati tehdit eden ndérolojik komplikasyordargdrilebilir (27).
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2.5.4. Enfeksiyonlara Egilim

Trans hastalarinda CMV, EBV herpes simplex, herpester, listeria monositogenezis,
pnomosisitis karini ve nokardiya gibi firsatci ekggonlar artmgtir. Antiviral proflaksi (3-6
ay) ve SMX-TMP (6-12 ay) proflaksisi Onleyicidir. 8yin sonunda immunsipresyonun
azaltiimasindan sonra enfeksiyon riski genel papidala benzerdir. (23). Bir teoriye goére
transplante organdaki fibrozisin nedeni uzun simetniin sistem baskilanmasingzbalusan

kronik enfeksiyondur (28).

2.5.5. Gingival Hipertrofi ve Hirsutizm

CsA'ya bali gingival hipertrofi sik gorulir ve genellikle bdurum kalsiyum kanal blokort
ve fenitoin alanlarda daha komplike olabilir. Cs@ripe Tac kullanimi, antibiyotik tedavisi,
gerekirse cerrahi eksizyon ve lazer uygulanabidsA’ya bali hirsutizm renal greft
alicilarinda %5 oraninda gorulmektedir. Arasiraoti hastanin yam kalitesini bozan ve

ila¢ dezisimi gerektiren boyutlara varabilmektedir (29,30).

2.5.6. Hepatotoksisite

Serum biluribin ve transaminazlarinda gatneden olur. Bu ggsiklikler tedavinin ilk iki

ayinda gorulur ve ilag doz azaltimiyla dizelir (31)

2.5.7. Nefrotoksisite

Kalsinorin inhibitorleri direkt ve indirekt yollaah nefrotoksiktir. KN nefrotoksisitesinden
dolay! ge¢ donem greft bobrek kaybi %50’leresoiaktadir. Nefrotoksisite sadece transplante
bobrekte dgil ayni zamanda @er organ transplantasyonu yapilan veya otoimmutahkigr
nedeniyle KN kullanan hastalarda nativ bobrekte de goriilmektegi bu grupta KN

toksisitesine b renal yetmezlik orani %7-21 arasindgidmektedir (32).
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Kalsinorin inhibitdrlerine bgh direkt nefrotoksisite akut ve kronik olmak tzekeye ayrilir.
flacin serum seviyesinin renal hasarlasmiolan ilskisi yoktur ve terapotik dozlarda bile
nefrotoksisite gorulebilir. Nefrotoksisitede s¢g@ mekanizmalar suclanmaktadiSekil 2).
Afferent ve efferent arterlerde vazokonstriksiydvegli renal kan akimi ve glomeruler
filtrasyon hizinda (GFR) azalma, glomeruler kapilleasar ve yaygin mikrovaskuler
trombozis; nitrik oksid sentezinin bozulmasinaglbareaktif oksijen Urinlerinin, lipid
peroksidasyonunun ve transforming growth fadr (TGF$-1)'in artisi ile iliskili fibrozis;
ayrica renin-anjiotensin-aldosteron sistemindekigigldikler nefrotoksisiteden sorumlu
tutulmwlardir (33,34). Pekgok insan ve hayvan gahsinda Tac'un CsA'ya gore daha az
nefrotoksik oldgu gosteriimgken son zamanlarda yapilan galalarda bu sonug¢ konfirme

edilememgtir (35).

2.5.7.a) KNI Nefrotoksisitesinde Suclanan Mekanizmar

Kalsinorin inhibitdrlerine bgl nefrotoksisitedesekil 2'de gosterildgi gibi ic-ice giren pek

¢ok mekanizma suclanmaktadir.
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Sekil 2. Akut ve kronik KNI nefrotoksisitesinde suclananekanizmalar. FSGS, fokal

segmental glomerulosklerozis; ROS, reaktif oksijeimleri (36).

Klinik nonspesifiktir ve tani sadece renal biyojfisi konulabilir. Bazen oligoandri ile akut

seyredebilecg@ gibi bazen de bobrek fonksiyonlarinda yawe progresif bozulma ile sinsi

seyredebilir.

13



2.5.7.b) Akut Renal Toksisite

Fonksiyonel toksisite

Akut renal hasar primer olarak fonksiyoneldir velaenin ilk haftalarinda ortaya cikar.
CsA’e bali arsgidonik asid metabolizmasindaglgklikler olur. CsA tedavisi, vazodilatator
(PGE2 ve 12) ve vazokonstriktor eikosanoidler ardaki dengeyi déstirerek 6zellikle
tromboksan (TX) duzeylerini artirarak proinflamatwnwe vazokonstriktor etki gosterirler
(37). Ayrica KNT'leri selektif olarak COX-2 eksprngsnunu sitprese ederler. Fonksiyonel
toksisite, preglomeruler afferent arterioler vazostoiksiyon sonucu renal kan akiminda ve
glomeruler filtrasyon hizinda (GFR) azalma ile kaeaizedir ve histolojik olarak yapisal
desisiklikler yoktur. GFR’deki azalma potasyum ve sodyuetansiyonuna yol acar. Pek ¢ok
vakada ila¢ dozunun azaltiimasiyla duzelir (38).

Ayrica araidonik asid metabolizmasinda serbest radikal salimlur. Serbest radikaller pek
cok intraseluler molekullerle (fosfolipid, glikolg, gliserid, steroller gibi) reaksiyona girerek
lipid peroksidasyonunu ve membran poliansaturg gsitlerinin hasarini artirarak iyonik
gradiyenti ve membran gecirgegihi artirir. Dolayisiyla ¢gtli membran fonksiyonlarini ve
metabolik surecleri bozar (39).

CsA ayrica renin-anjiotensin-aldosteron (RAS) siste aktive ederek nefrotoksik etkisini
gOsterir. RAS’ni ya jukstaglomeruler hicrelere HKireetki ederek veya vazodilatator
faktorlerin azalmasi ve endotelin seviyesinin sama sekonder okan arterioler

vazokonstriksiyondan dolayi indirekt olarak akteaer (40).

Posttransplantasyon Akut Tubuler Nekrozun (ATN) Duzlmesinde Gecikme
Sosuk ve sicak iskeminin uzamasina gha ATN postop periodda renal allograftta

oligoanuriye neden olur. Bu komplikasyon daha cakldvradan nakillerde kamiza cikar.
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Vazokonstriksiyonun uzamasinaghaakut tibuler nekroz ve histolojik olarak da tidy

vakuolizasyon meydana gelir (41).

Toksik Tubulopati
Toksik tubulopati genellikle serum ilag seviyesikidéazlaliga balidir. Morfolojik olarak

proksimal tubdulleri etkileyen fokal izometrik tulgiilvakuolizasyon vardiSekil 3).

Sekil 3. Kalsindrin-inhibitorlerine
bagli akut nefrotoksisite. Proksimal
tubullerde izometrik vakuolizasyon.

Trikrom; x200.

Vakuolizasyon endoplazmik retikulumdaki gdameye ve lizozom agiina cevap olarak
gelisir (42). Fokal tubuler kalsifikasyon gorulebiliruBizellikleri ile akut toksik tibulopatiyi
kontrast nefropati ve osmotik nefrozisten (mannighikoz, siikroz, dextran infizyonu gibi)
ayirmak guctar. Akut toksik tubulopati ila¢c dozunuazaltiimasiyla duzelir. Tubuler
disfonksiyon markerlarindan Retinol diayici protein ve N-asetil-D-glukozaminidaz

olcimlerinden faydalanilabilir (43).

15



Vaskuler Toksisite
KNT'leri platelet agregasyonu yaparak veya direkt itoketki ile endotelyal hiicre hasari
yaparlar. Vaskuler toksisitenin akut arteriolopadi trombotik mikroanjiyopati olmak tzere

iki tipi vardir.

Akut arteriolopati

Akut allograft disfonksiyonu olarak kamiza cikar. Serum KNI seviyesi genel olarak
yuksektir. Renal biyopside lezyonlar afferent adiele sinirlidir. Endotelyal hiicrelerdsme

ve vakuolizasyon, nekrozis ve/veya myosit hasanras hyalinozisle karakterizedir. Akut
arteriolopati ve toksik ttibulopati birlikte olabiliBazi hastalarda doz azaltmayalbaenal
fonksiyonlarda duzelme gorulirken bazilarinda eseal hasar irreverzibldir. Klinik pratikte
KNT'lerinin kesilmesi ile bobrek fonksiyonlarinda dimenin goriilmesi akut arteriolopati

tanisini koydurur (42).

Trombotik Mikroanjiyopati (TMA)

KNI bagh vaskiler nefrotoksisitenin bu nadekli klinik pratikte hemolitik tiremik sendroma
benzer. Biyopside arteriol ve glomeruler kapilletd@nmboz ile karakterize mikroanjiyopati
goraluar. CsA, platelet agregasyonu yaparak ve akgxotrombotik faktorl artirarak TMA
gelisimine katkida bulunurlacin zamaninda kesilmesi gerekir. Clinkéreezyonlar yaygin

ve geng olcude arteriyel mural nekrozis ve luminal tromiBosarsa greft kaybi gglr (44).

KNr'lerine Ba gli Akut Nefrotoksisitede Ayirici Tani
Akut KNI'e bagh nefrotoksisite ile ayirici tanida yer alanshea durumlar akut rejeksiyon,
posttransplant akut tibuler nekroz ve akut pyelottief(42) (Tablo 1). Klinik ve patolojik

degerlendirme ile dgru tani konmaldir.
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Tablo 1: Akut KNI'lerine basli nefrotoksisite, akut rejeksiyon ve posttransplakut

tubuler nekrozisde goérilen lezyonlar.
Akut KNI'bagli nefrotoksisite

» Akut afferent arteriolopati: endotelyalsme/vakuolizasyon; nekroz ve myos
yerine erken dénemde hyalin birikimi.
e Tubulopati: proximal tibullerde kucik, dizenligdenis vakuolizasyon
» Trombotik mikroanjiyopati: nadir
Akut hiucresel rejeksiyon
» Aktive lenfositlerle interstisyel infiltrasyon
« Lenfositik tbdlitis; tubullerde HLA-DR ekspresyonu
* Lenfositik intimal arteritis
Akut humoral rejeksiyon
» Kuguk arterlerde ve/veya afferent arteriollerdeifibid nekroz
e Glomeruler mikrotrombi
e Peritubuler kapillerde noétrofil birikimi
» Iskemik tubuler hasar
» Peritubuler kapiller boyunca kompleman 4d lokalyzasi
Akut tubuler nekroz
» Tubdllerde dilatasyon ve duzlae
* Fircamsi kenarlarin kaybi
» Tubuler epitelyal hiicrelerde yer yer nekroz velekime
» Genglemis, rejenere olmgintkleus

« Interstisyel 6dem

2.5.7.c) Kronik Nefrotoksisite

Kalsinorin inhibitérlerine bgh kronik nefrotoksisite immunolojik ve nonimminglohasara

ve nonnefrotik proteindiri vardir. Hastalarin birskinda serum KN diizeylerinde ari

17
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baglidir ve bobrek fonksiyonlarinda progresif bozuktukarakterizedir. Transplantasyondan

birka¢ ay sonra gorulir. Serum kreatininde yawansice ary ve klinik olarak hipertansiyon



gorulebilir (1). Histolojik olarak Gi¢ kompartmanimeverzibl olarak etkilengid goriulmustur.

Vaskuler hasar (arterioler hyalinozis), tubuloistemyum (tibuler atrofi ve interstisyel
fibrozis) ve glomeriler hasar (Bowman kapsulindenkgma ve fokal veya global sklerozis)
gorulur (42). Nankivell ve arkad@arinin yaptg protokol biyopsi ¢abmasinda
transplantasyondan yakl&a on yil sonra KNlerine bgsli lezyonlar tim vakalarda

gorulmdstur (45).

Vaskuler Hasar (Hyalin Arteriolopati)
Hyalin arteriolopati kronik siklosporin toksisitean markiridir. Afferent arterioller ve kuguk
interlobiler arterlerin distal kisimlari etkilenDiz kas hiicre hasari ve bu hicrelerin hyalin

depositlerle replasmani sonucu adventisyaygwdgskinlikler gorultr §ekil 4).

Sekil 4. Kronik kalsindrin inhibitor
nefrotoksisitesi.

Afferent arteriollerde tesbih tanesi
seklinde medial hyalinosis.

Periodic acid-Schiff; x400.

fleri vakalarda, hyalin materyal birikimine #a vaskuler lumende ciddi darlik olabilir.
Arteriolar hyalinozis yaygin olarak irreverzibl ad& kabul edilse de ilag dozunun azaltiimasi

veya kesilmesi ile CsA ikili arteriolopatinin tamamen gerileglirapor edilmgtir (42,46).
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Interstisyel Fibrozis ve Tibiler Atrofi:

KNI kullanimina bgl interstisyel fibrozis, tiibiler atrofi ve gloméeu skleroz gekiminin
baslica sebebi arteriolopati ve daraimiarterioler lumendir. KN kullanimina bgl
vazokonstriksiyon sonucu alan serbest radikaller ve ROS tubulointestisyel karmpanda
lokal hipoksi ve iskemiye neden olur. Renal hipdgzeyon ve hipoksi sonucu hipoksi-
reoksijenasyon hasari, apopitozis ve hiicre oltumydamrea gelir (47).

Ayrica CsA veya Tac tedavisinden sonra tubuler ebt hicreler tarafindan TGF-
ekspresyonu da kronik KNI nefrotoksisitesinde Onemdiyolojik faktorlerden biridir.
KNr'leri nitrik oksid sentezini ve endotelyum @anh NO-iligkili renal vazodilatasyonu
inhibe ederler ve vazokonstriksiyona sekonder hspekbali serbest radikal ve stperoksid
drtnlerinin artmasina sebep olurlar. NO sentezZnainulmasi ayrica growth fakt@rl (TGF-
B-1) artsini netice verir. TGH ekstraseluler matrix protein auitiyaparak interstisyel
fibrozisi artirir (48).

Protein kinaz C (PK®) de KN’e bagl fibrozise sebep olur. CsA tedavisinin PKKGNRNA
ve protein dretimini artirgg ve bir PKC$ inhibitori hispidinin tedaviye eklenmesi ile
proximal tibuler hiicrelerde TGFE sentezinin inhibe edilgh gosterilmitir (49).
Renin-anjiotensin-aldosteron sistemindekigigiklikler kronik KNI toksisitesine katkida
bulunan dger bir faktérdir. Anjiyotensin Il sadece akut nédicsisitede etkili olmayip RAS
aktivasyonuna sekonder olarak aldosteronsiartidolayisiyla ROS ve TGE- Uretimini
artirarak ve ekstraselller matriks yikimini inhibderek interstisyel fibrozis geginine
katkida bulunur (50). Son yillarda yapilan galalar RAA sisteminin son drtnd olan
aldesteronun KN tokisitesinde 6nemli bir rol alghni, bu nedenle KN nefrotoksisitesini

Onlemede tedaviye spirinolakton eklenmesinin efelébilecesini gostermgtir (51).
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Glomeruler Dgisiklikler

KNI toksisitesine b#i glomeruler etkiler nonspesifiktir. Kompanzatuvaylomeruler
hipertrofi, mesengial matrix agt| kapiller kollaps, fokal segmental ve/veya glols&leroz
gorulebilir. Fokal segmental glomeruloskleroz (F3Gdosit ve endotelyal hicrelere direkt
toksik etkiden cok fonksiyonel nefron kaybingghaiperfiltrasyon sonucu gorulir. Kronik
KNT'lerine basl bobrek hasari irreversibldir. Tedavi CsA dozummaltiimasi veya kesilerek

alternatif immunsupresif ajan ganiimasidir (42).

Kronik CsA Nefrotoksisitesinde Ayirici Tani

Ayirici tanida kronik rejeksiyon, kronik allografefropatisi (KAN),de novoveya rekurrent
glomerulonefritis ve polyomaviriis nefropatisi akigelmelidir. Tablo 2'de kronik KIN
toksisitesine bzl nefrotoksisite, kronik rejeksiyon ve kronik aji@ft nefropatinin bgica

Ozellikleri verilmistir (42).
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Tablo 2. Kronik KNI, kronik rejeksiyon ve kronik allograft nefropatide

lezyonlarin 6zeti:

Kronik KNinefrotoksisitesi:
* Hyalin arteriolopati: Myozitlerini yerini adventiaya dg@ru ¢ikinti yapan
noduler hyalin depozitlerin almasi
* Nonspesifik segmental veya global glomeruler skdisro
» Tubuler atrofi ve interstisyel fibrozis
Kronik rejeksiyon
» Transplant arteriolopati: Yeni klangich intimal fibrozis, intimada
mononukleer hicre infilrasyonu
* Transplant glomerulopati: Glomeruler kapillerde &ibntur
* Transplant kapilleropati: Peritibuler kapillerdazal membranda
kompleman 4d (C4d) pozitifii
+ Interstisyel fibrozis ve tibiler atrofi
Kronik allograft nefropati
» Arterlerde intimal fibroelastozis
» Arteriollerde subendotelyal hyalinozis
* Nonspesifik segmental veya global glomeruler skiero

« Interstisyel fibrozis ve tibiiler atrofi

2.5.8. Elektrolit Bozukluklari

KNT'leri bobreklerde olsturduklari yapisal ve fonksiyonel ggikliklerle hiperkalemi,
hipomagnezemi, hiperkloremik metabolik asidoz @istibuler asidoz) ve hipertrisemi
yaparlar. Tibuler fonksiyonlar tizerindeki bu etkitéibiiler epiteldeki N&*CI” kotransportir
ekspresyonundaki azalma ile agiklanabilir. AyriccgAGedavisi alan ve hiperkalemiyle gelen
hastalarin %75’'inde mineralokortikoid reseptor kEaynda azalmaya kh aldesteron
rezistansi vardir. Son olarak CsA’'nin ince cikatd&gparacellin-1 ekspresyonunu azgltti

gosterilmitir (52,53).

21



3. MATERYAL VE METOD

3.1.ilaclar

Deney suresi boyunca oral gavajla hergiin CsA (samah, sandoz) 15 mg/kg ve erdostein
(ilsan, Turkiye) 10 mg/kg dozlarinda verildi. Csfdzli Rezzani ve arkaglarinin (54)
erdostein dozu ise Ergdan ve arkadgarinin (55) yaptil calsmalar baz alinarak ayarlandi.
Calsmamizda Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Rat Lahorari ve Sileyman Demirel

Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvaullianildi.

3.2. Hayvanlar ve c¢algma gruplari

Calsmaya 32 adet Wistar tipi, erkek albino rat (180—8p@ahil edildi. Hayvanlar Fatih
Universitesi Tip Fakiiltesi lokal etik komitesi thralan kabul edilen Hayvan Laboratuvari
Bakim ve Kullanimsartlarina, uygun olarak siklik olarak 12 saat ali#ii2 saat karanlik
odalarda tutuldu.

Ratlar randomize olarak doért gruba ayrildi:

Grup 1(kontrol); oral olarak gunlik 2 ml aycicekzyaerilen grup.

Grup 2 (CsA grubu); oral gavajla 15 mg/kg CsA \arigrup

Grup 3 (Erdostein grubu); 10mg/kg oral erdosteirnlee grup

Grup 4 (CsA+erdostein grubu); Oral CsA (15 mg/ke)evdostein (10mg/kg) verilen grup.

21 gun boyunca ratlara belirtilen tedaviler uygudlidtan sonra ratlara genel anestezi verilerek
bilateral bobrekleri gikartildi. Sol bobrek enziikafnalizler igin -80-C de saklandi, ga

bbbrekleri ise patolojik inceleme igin %10 formaigme kondu.
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3.3. Homojenizasyon ve proteinlerin belirlenmesi

Biyokimyasal analizler igin, derin dondurucudanagikan rat bobrekleri tGzerinde bulunan
eritrositleri uzaklatirmak icin sguk serum fizyolojik igcinde yikanarak altinda buzial
bulunan silizgec Igadi Uzerinde kurutuldu ve hassas terazi iggrl&klari Olguldl. Doku
agirhginin (gr) 10 kati hacimde 0.2 mM pH 7,5 tris-HCinfgonu (56) () icinde 2 dakika
16.000 rpm de homojenize (HeidolphAX 900, Aimanya) edildi. Homojenizasyon sirasinda
doku sicakiginin yukselmemesi icin doku bulunan tip, homojesypa esnasinda buz
parcalar icinde tutuldu. Bir kisim homojenat, nmal@ldehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve
protein analizleri icin ependorf tlplere ayrildialén homojenat 3220 rpm’de +6°C’de 30
dakika santrifij edilerek supernatan elde edildyrifan sipernatanlardakatalaz (CAT)
aktivitesi ve protein tayini yapildi. Stpernataf {v/v) oraninda kloroform / etanol (3/5, v/v)
vorteksle kagimlari sglanarak 3220 rpm’de +4°C’de 40 dakika santrifijledk tstteki
etanol fazindasuperoksit dismutagSOD) veglutatyon peroksidagGSH-Px) aktiviteleri ve
protein tayini yapildi. Tium kompartmanlardaki piotégerigi Lowry yontemi ile saptandi.

(57)

3.4. Doku antioksidan enzim analizi

3.4.1. Plazmada SOD aktivite tayini

Total (Cu-Zn ve Mn) SOD aktivitesi Sun ve ark. fardan tanimlanan, NBT indirgeme
yontemiyle cakildi (58). Bu metotta, okan siperoksit radikalleri () ortamdaki NBT'yi
indirgeyerek renkli formazon ofturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans.ver
Enzimin olmadg ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renktwiur. Ortamda
SOD oldgunda ise NBT indirgenmesi tam olmayip enzim miktamktivitesine bgi olarak
aclk renk olgur, buradan aktivite hesabi yapilir. Sonuglar U/mgotein olarak

deserlendirilmistir.
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3.4.2. Glutathione Peroxidase (GSH-Px) Olglimii

GSH-Px aktitivitesi Paglia ve ark.’nin metodunaegyalsildi (59). GSH-Px hidrojen peroksit
varhginda redukte GSH, okside GSH (GSSG)'a yukseltgemmdsatalizler. Hidrojen
peroksitin bulundgu ortamda GSH-Px'in olturdusu GSSG, GSH rediktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NAB{'in NADP"'ya yiikseltgenmesi
sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okugiadsesaplanir. GSH-Px aktivitesi U/g

protein olarak dgerlendirilmistir.

3.4.3. Katalaz (CAT) Ol¢umii

Bobrek dokularinin katalaz aktivitelerinin tayineBi'nin gelstirdigi spektrofotometrik

yonteme gore yapilstir (60). Reaksiyon ortami (1 ml), fosfat tampob0@raM, pH 7) icinde
hazirlanmg homojenat ve hidrojen peroksit (30 mM) icermekte yontem, hidrojen
peroksitin katalaz tarafindan parcalanmasi ile toraslarak 240 nm'de absorbans azalmasinin
OlcimU esasina dayanmaktadir. Sonuclar, mg preteitdina digen 1. dereceden hiz sabiti

olarak verilmgtir( kg—1 protein.)

3.4.4. Malondialdehid (MDA) Olgiimii

Artan serbest radikal yapiminin bir gostergesi eatipid peroksidasyonunun son triint olan
MDA duzeyleri, Draper ve Hadley'in c¢ift isitma y@mbi ile belirlendi (61). Metodun prensibi
MDA-TBA (Tiobarbitirik asit) kompleksinin 532 nm deerdikleri absorbansin 6lgtlmesi

esasina dayanir. Sonug proteinin miligramindakonaosi olarak ifade edilngtir.

3.4.5. Nitrik Oksit (NO) Olgiimii
Vucutta normalde endojen olarak Uretilen nitrikioksdoku ve vicut sivilarindaki seviyeleri,

¢cogu calsmada nitrit ve nitrat olarak ifade edilgtir (62) Cunku nitrik oksit, Uretilci
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bdlgede saniyeler icinde okside olmakta, once tnfNO2-) sonra da nitrata (NOS3-)
donsmektedir. Numunelerdeki protein artefaklarini bextaetmek icin 6nce numuneler
deproteinize edilerek calldi. Deproteinize edilen numunelerdeki total ni(nitrit + nitrat)
miktarlari Griess reaksiyonu ile belirlendi (63) Buetoda gore bakir kapl kadmiyum
grandlleri deproteinize numune ile inkibe edildiktgonra nitrat rediksiyonu @anmakta,
dretilen nitrit ise sulfonilamid ve buna @aN-naftiletilen diamin (NNDA) diazotizasyonuna
neden olmakta, sonucgta ¢&m pembe renk 545 nm dalga boyunda spektrofotodeetri
okunmaktadir. Sonugta elde edilen nitrit konsagtyas ilk konsantrasyondan cikarilarak
nitrat miktari belirlenmektedir.  Sonuclar gram teio bgina mikromol olarak ifade

edilmistir.

3.5. Histopatolojik inceleme

Bobrek dokular %10 formalin solisyonu icinde tésgildi. Rutin doku takipsiemlerinin
ardindan, dokular parafine gémduldu ve elde edil@mafn bloklardan. Histolojik ¢caima icin
de kalan bobrek dokulart mikrotomda 5 mm lik kesithlindi. Alinan kesitler hematoksilen-
eosin (HE), peryodik asid-Schiff (PAS) ve Massonkrom metodu ile boyandi vesik
mikroskobunda deerlendirildi. En az 100’er glomerul gerlendirildi. Afferent arterioler
arteriolopati, terminal arterioler diiz kas hicnelde eozinofilik graniler PAS-pozitif sirkuler
veya inci taneskeklinde hyalin depozitleri incelendi ve bunlarinOxébjektif incelemede
jukstaglomeruler afferent arteriollerin semikarititaolarak ytuzde kaginin etkilengli
deserlendirildi. Tubuler hasar icin PAS boyama ile yap incelemede ttbuler dilatasyon,
tubdler kast, vakuolizasyon, dejenerasyon ve tiibépgtelyum hicrelerindgisme, ttbdler
bazal membranda kaliglma semikantitatif olarak gerlendirildi ve su skorlama sistemi
kullanilarak skorlandi: O = tibuler hasar yok; k%10 tubler hasar; 2 = %10-25 tubuler

hasar; 3 = %26-50 tubuler hasar; 4 = %5175 ofléiibkiasar; 5 = >% 75 tubuler hasar. En

25



az 250 tubul dgerlendirildi. Interstisyel fibrozis Masson trikrom boyasi ile bogeak
degerlendirildi. 0 = normal interstisyum; 1 = tubdllarasi interstisyumu 1limh gegheten
thml fibrozis; 2 = tubdller arasi interstisyumu@® derecede gegheten orta derecede fibrozis;

3=tubuller arasi interstisyumu cidgikilde gengleten ciddi fibrozis

3.6.1statistiksel inceleme

Verilerin dezerlendiriimesinde SPSS for windows 15.0 istatigidket programi kullanildi.
Ure, kreatinin ve histopatolojik parametreler medialarak verildi. Gruplar arasi
biyokimyasal ve histopatolojik faklgin belirlenmesinde ANOVA ve post-hoc multiple
komparison test (LSD) kullanildi. Veriler ortalam&tandart hata (SH) olarak verildi. P<0,05

istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.

26



4. SONUCLAR
4.1. Histopatolojik Bulgular
Kontrol, CsA alan grup ve CsA+erdostein grubundaiitér injuri, interstisyel fibrozis ve

arteriolopati derecelendirmesi tablo 3’ de veritini

Tablo 3. Kontrol, CsA alan grup ve CsA+erdostein grubundbiter hasar, interstisyel

fibrozis ve arteriolopatinin derecelendirmesi.

Gruplar Tldbdler hasar Interstisyel fibrozis Arteriolopati
(en/100)

I-Kontrol (n=8) 0.500 [0.00-1.00] 0.000 [0.00-0.00] 3.875 [2.00-5.00]

I-CsA (n=8) 2.500 [2.00-3.00] 1.750 [1.00-3.00] .280[23.00-29.00]

- Erd (n=8) 0.500 [0.00-1.00] 0.000 [0.00-0.00]  5.500 [4.00-7.00]

IV- CsA+Erd (n=8)  1.375 [1.00-2.00] 1.125[0.002)0  15.750[10.00-21.00]

P deserleri

I-11 0.0001 0.0001 0.0001

I-111 A.D. AD. A.D.

-1V 0.003 0.0001 0.0001

1-111 0.0001 0.0001 0.0001

-1V 0.0001 0.03 0.0001

n-1v 0.003 0.0001 0.0001

Ortalama [Minimum-Maximum], A.D.; anlamli @&, en; etkilenen glomerul sayisi

Kontrol grubu ve erdostein grubu olarak alinanaratlait bébrek doku kesitlerinin histolojik

incelenmesinde, bu organa has normal histolojikilgapdisinda herhangi bir bulguya

rastlanmanstir (sekil 5).
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Sekil 5. Isik mikroskopisinde afferent arteriolopati. (A) Naainglomerulus. PAS X 1000
(B) CsA grubunda tipik PAS-pozitif graniler matdryarikimi PAS X 1000 ©)
Erdostein+CsA grubunda arteriolopatide belirginlamzaPAS X 1000.

CsA verilen gruptaki ratlarin bobrek doku kesitlkontrol grubu ile kaglastirildiginda
histolojik olarak kronik siklosporin nefrotoksis#ime ait tipik dgisiklikler gozlendi. Bu
degisiklikler afferent arteriolopati, interstisyumda lwhrtarzinda fibrozis, ttbuler atrofi ve
fokal inflamatuvar hicre asti seklindeydi. Afferent arteriollerde hicre sitopladaranda
genisleme, terminal arterioler diiz kas hucrelerinde eofdik, granuler, PAS-pozitif sirkuler
ve inci tanesiseklinde hyalin depolanmasi goruldisekil 10). Semikantitatif skorlama
sistemimize goére arteriolopati CsA grubunda kongnalbundan anlamli olarak daha fazlaydi
(p=0.0001). Glomerul ve tubillerin hemen hemen taman CsA’dan etkilenngi oldugu
goruldi. Distal ve 0zellikle proksimal tubullerinagankim hiicre sitoplazmasinda, agmi
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vakuoler dejenerasyonlar nedeniyle kgipinsii gérinimler belirgindi. PAS-pozitif globuler
depolanmalar, proksimal tiibtlde fircamsi kenar kagbdesquamasyon goruldi. Subkapsuler
korteksten medullaya @ou daralma ve geglemeler gosteren bangeklinde interstisyel

fibrozis, inflamatuvar hticre birikimiyle birliktaibler atrofi aikardi (Sekil 6).

Sekil 6. CsA alan gruptasik mikroskopi bulgulari. (A) Sitoplazmik vakuolizamla giden

siddetli proksimal tbdl hiicre hasari, PAS-pozitiblgiler depolanma, fircamsi kenar kaybi
ve desquamasyon. PAS X 1000. (B-C) Tipik intergtisfibrozis, inflamatuvar hicre
infiltrasyonu ve tubdtler atrofi. HE (B) and Masswikrom (C) X 400

CsA ile birlikte erdostein verdimiz rat grubunun bdbrek dokusu histolojik olarak

incelendginde; CsA uygulamasi sonucundasaln yapisal désikliklerin azaldgi goruldi.

29



Proksimal tibuller dejeneratif gigiklikler ve interstisyel fibrozis infiltrasyon aldr azalms

olup, peritibuler kapiller konjesyon sinirliydi. okbntkleer hiicre infiltrasyonu belirgin

olarak azalnyti (sekil 7).

Sekil 7. CsA+erdostein alan gruptaik mikroskopik bulgular. (A) Orta derecede proksima
tubdl hiicre hasari. PAS X 400 (B) Cok az subkapsiiterstisyel fibrozisle birlikte az atrofik
tubuller ve monontkleer hiicreler. HE X 400

CsA+ Erdostein grubunda CsA grubuna gore arterailqp= 0.0001), tibiler hasar (p=0.03)

ve interstisyel fibrozis (p=0.0001) ac¢isindan anlararak diizelme saptangtr.

4.2. Enzim aktivitesi sonuglari
Tam gruplarda siUperoksid dismutaz (SOD), katala&T(G glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
nitrik oksid (NO)ve malondialdehid (MDA) sonuglare gruplar arasindaki istatistiksel fark

tablo 4’de verilmgtir.
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Tablo 4: Kontrol, CsA, CsA+Erdostein gruplarindaki bobreloku enzim aktiviteleri
[Superoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glidat peroksidaz (GSH-Px)] ve

malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit (NO) seviyeler

Gruplar SOD CAT GSH-Px MDA NO
(U/mg protein) (k/g protein)  (U/g protein) (nmol/g (mikro mol /
protein) g protein)
I-Kontrol (n=8) 0.377+0.012 22.8%0.70 1.716:0.029  11.4%0.30 0.134£ 0.004
lI-CsA (n=8) 0.406+ 0.009  12.9%0.43 1.294:0.019  16.0&¢ 0.17 0.213 0.005
[1I-Erd (n=8) 0.376+ 0.010 23.520.81 1.62% 0.026 11.72 0.06 0.145t 0.003
IV-CsA+Erd (n=8) 0.376+0.012 1598 0.85 1.69% 0.028 12.3&¢ 0.19 0.13% 0.004
P deserleri
I-I1 A.D. 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
I-111 A.D. A.D. 0.023 A.D. A.D.
I-IvV A.D. 0.0001 A.D. 0.007 A.D.
-1 A.D. 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
l-1v A.D. 0.006 0.0001 0.0001 0.0001
n-v A.D. 0.0001 A.D. A.D. A.D.

A.D. anlamli dgil. Ortalamat Standart hata
Serum SOD, CAT, MDA ve NO seviyeleri erdostein gruibe kontrol grubu arasinda

benzerdir.

4.2.1. Doku SOD aktivitesi 6lgim sonuglart:
CsA alan ratlarda SOD enzim diuzeylerindesastuken bu ar istatistiksel olarak anlamli

desildi (Tablo 4).
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4.2.2. Doku CAT aktivite 6lgcuim sonuglari:
CsA verilen ratlarda CAT seviyesi belirgin olaralisohls olup erdosteinle birlikte CsA alan

ratlarda bu seviye anlamli olarak ar§tn(p=0.0001) {ekil 8).
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Sekil 8. CsA verilen ratlarla CsA+erdostein alan ratlardbongeruler CAT akivite
karsilastiriimasi. CAT: Katalaz; CsA: Siklosporin; Erdo:déistein; Ortalama Standart hata
* p<0.05 dger gruplarla kagnlastirildiginda
** p=0.001 CsA ve CsA+erdostein grubuylagkstiriidiginda
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4.2.3. Doku GSH-Px akivite sonuglari:

CsA alan ratlarda doku GSH-Px enzim aktivitesindelirin olarak azalma varken,
CsA+erdostein alan ratlarda sadece CsA ratlarlailégtirildiginda bu antioksidan enzim
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli sitardi (p=0.0001). Ustelik bu agtkontrol GSH-

Px seviyelerine yakin hale gelmesinglsanistir (sekil 9).
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GSH-Px (U/g protein)

o ' O Ry
\@o\‘ S
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Sekil 9. CsA verilen ratlarla CsA+erdostein alan ratlardangeruler GSH-Px akivite
karsilastiriimasi. GSH-Px: Glutatyon peroksidaz; CsA: Sddorin; Erdo: Erdostein;
Ortalamat+ Standart hata

* p=0.0001diger gruplarla kanlastiriidiginda

** p<0.05 kontrol ve CsA grubuyla kalastirildiginda
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4.2.4. Doku MDA Duzeyleri:
CsA alan ratlarda doku MDA seviyelerinde anlamltistar tespit edildi (p=0.0001).

Erdosteinin MDA'daki CsA’a bg artisi anlamli olarak azalg goruldu (p=0.0001sekil

10).
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Sekil 10. CsA verilen ratlarla CsA+erdostein alan ratlartzrgeruler MDA kaslilastiriimasi.
MDA: Malondialdehid; CsA: Siklosporin; Erdo: Erdest; Ortalamat Standart hata

* p=0.0001 dger gruplarla kagnlastirildiginda

** p<0.05 Kontrol ve CsA grubuyla kalastirildiginda
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Sekil 11. CsA verilen ratlarla CsA+erdostein alan ratlardengeruler NO kagplastiriimasi.
NO: Nitrik oksid; CsA: Siklosporin; Erdo: Erdoste@rtalamat Standart hata
* p=0.0001 dger gruplarla kanlastirildiginda

5. TARTISMA

Bir imminsupresif olan CsA 1976 yilinda bulugdadan bu yana immunolojik pek cok
hastalikta ve transplant hastalarinda énemli kuttaalanina sahip bir ajandir. Nefrotoksisite,
kullanimini sinirlayan lica yan etkisidir. Renal hastaliolmayan kardiyak transplantasyon
hastalarinda azotiopurin alan hastalarlgikagtinidiginda 7.4 mg/kg/guin gibi guk dozlarda
bile, bir yilin Gzerinde kullanil@ginda indlin klirensi %45 ve PAH klirensi %33 dahisiik
bulunmutur (64).

Nefrotoksisite mekanizmasi tam olarak a@ilikavigmamakla birlikte reaktif oksijen
drtnlerinin patogenezde rol oyngdssikardir. Pekcok ¢cajmada bobrekte ROS, tromboksan
ve lipid peroksidasyon drtnlerini artirarak renatrgezige yol actgl gosterilmitir.

CsA tedavisi ile ROS Uretiminin agtna dair ¢eitli hipotezler vardir; 1) Sitokrom p-450’nin

upregulasyonu Il) Vazodilatasyon ve vazokonstri@eiyarasindaki dengenin bozulmasina
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bagl tubuler hipoksi-reoksijenasyon Ill) Renal TXAiretiminde ary 1V) Nitrik oksid
dretimindeki dgisiklikler (65-68).

Yapilan calgmalarda CsA tedavisinin doz ve zaman&lbalarak ROS ve TX sentezini
dolayisiyla renal fonksiyon bozuldunu artirdgl géralmistar (69).

Dahasi CsA, superoksid anyonlarin, hidrojen pebk& TX B’nin glomeruler sentezini
artirmaktadir. CsA ile inkuibe edilminsan mezegimal htcre kulturlerinde kontrollere gore
hidrojen peroksid sentezinde anlamlh agdralmisttr (70).

CsA’nin reaktif oksijen drtnlerini ve lipid perokksisyonunu artirarak htcresel oksidatif
dengeyi bozgu ve direkt olarak nefrotoksik, hepatotoksik ve digotoksik oldgu
bilinmektedir. Pekgok invivo ve invitro ¢caimnada CsA’'nin bébrekte ROS, tromboksan (TX)
ve lipid peroksidasyon Urlnlerini (malondialehidiy artirarak glomeruler filtrasyon hizini
(GFR) azalttg1 gosterilmgtir (66,69,71-73).

Artan serbest radikaller pek cok intraseliler malkdtle (fosfolipid, glikolipid, gliserid,
steroller gibi) reaksiyona girerek lipid peroksigasunu ve membran poliansaturegya
asitlerinin hasarini artirarak iyonik gradiyenti neembran gecirger@ini artirir. Dolayisiyla
¢ssitli membran fonksiyonlarini ve metabolik surecldrozar. ROS’lerinin sentezindeki
desisiklikler irreverzibl hiicre hasarina neden olabflid). CsA cok lipofilik bir bilgik olup
hicresel zar yapilarina kolaylikla ganabilir. Zarlar ve 06zellikle endoplazmik retikahu
zarlar fazla miktarda doymasnyag asitleri icermeleri nedeniyle peroksidatif haseas cok
duyarlidir (39). Bunun yanisira zarlar geglizey alanina sahip oldu icin oksidatif atga
maruz kalma olasgi da siktir (75).

Membran enzimi olan fosfolipaz,fkside olmyg yag asitlerini metabolize ederek aidonik
asit ve eikosanoidlerin sentezini skair. Arasidonik asit metabolizmasinda yer alan
lipooksijenaz, siklooksijenaz gibi g#di enzimler serbest oksijen radikallerinin Uretira

neden olur. Bu surecgte malondialdehid (MDA) unetiLipid peroksidasyonun en 6nemli

36



arind MDA'dir. Oluan MDA, hicre membranlarindan iyon sabrisine etki ederek
membrandaki bilgklerin capraz bglanmasina yol acar ve iyon gecirggniin ve enzim
aktivitesinin dgisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (61).

Endotelyal NO dretimi vazodilatasyonun temelidir wazokonstriksiyona kar temel
koruyucu faktér oldgu bilinmektedir. Ancak son camalarda akut bdbrek yetmezli
patofizyolojisinde NO’in rolt tarftimaktadir. Peresleni ve arkathr epitelyal hiicrelerdeki
oksidan stresin NO ve nitrit sentezini artirarakdellygamini azaltggini gostermglerdir (76).
NO uretimine bali sitotoksik etkinin nedeni ger stuperoksidlerin de etkisiyle hiicrelerde NO
metabolitlerinin ve peroksinitritlerin (ONOO-) agtiolabilir. Bizim c¢alsmamizda da CsA
verilen ratlarda NO seviyelerinde artespit edildi ve tedaviye erdostein eklenen rd#aise

bu artsin anlamlh olarak az oldgw goralda.

Oksidatif stresin insandaki bobrek fonksiyonlarefiadeki etkisini gostermek zor olsa da
Rabl ve arkadgarinin bobrek alicilarinda yapti bir calsmada ceitli antioksidanlarin
reperflizyondan yarim saat dnce (Vit C, Vit E, piawin A, Vitamin B1, Vitamin B2, niasin
and pantotenat) intravendz uygulamasi ile tedavilmeyen hastalara gore serum MDA

seviyelerini azaltarak plazma kreatininde daharedigls sgzladigi bulunmutur (77).

Diger bir klinik calsmada 16 hafta boyunca CsA alan hastalarda tedaenatiopirinle
degistirilmesinden sonra okside LDL seviyelerininstligli gérilmi ve CsA’nin LDL'yi
oksidasyona daha duyarli hale gegirdespit edilmgtir (78).

Oksidatif stres greft rejeksiyon patogenezindeetelidir. CsA ve steroidle tedavi edilen
transplant hastalarinda yapilan bir galada rejeksiyona giden hastalarda oksidatif stres
markirlari daha yiksek bulungtur (MDA seviyelerinde ar§j eritrosit alfa tokoferol ve SOD
seviyelerinde azalma). Butin bu bulgular boébrekeksiyonundaki vaskiler lezyon

gelisiminde oksidatif stresin de etkili oldunu gostermektedir (79). Bizim ¢ghamizda da
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CsA tedavisine i MDA'da anlamli bir arty ve tedaviye erdostein eklenmesi ile de
duzelme goralmgtir.

ROS'i fazla uretilirse antioksidan enzimler tarafam detoksifiye edilemez. Bununla birlikte
antioksidan tedavi, endojen antioksidanlarin defiylesedemedii ROS'nin toksik etkisini
engeller (80). Organizmada serbest radikallerializ& eden pek ¢ok antioksidan mekanizma
vardir. CsA ile tedavi edilen ratlarin bobrekle@n80OD, GsHPx, CAT gibi géli antioksidan
enzimlerin (ki bunlarin hiicrede serbest radikalR@S metabolizasyonunda 6énemli rolleri
vardir; peroksitlerin ve stperoksidin toksik olmaygirlerini katalizleyerek serbest oksijen
radikali hasarini azaltirlar) tedavi boyunca anladsisiklikler tespit edilmitir. Ancak bu
artisa rggmen CsA’ya bgli ROS artgl notralize edilememektedir (81). Bizim gamhamizda
da SOD aktivitesinde anlaml gigiklik olmamasina ramen GsHPx, CAT seviyelerinde CsA
tedavisine bgli azalma ve tedaviye erdostein eklenen gruptabiseazalmada anlaml bir
duzelme tespit edilrgiir.

Antioksidan defans mekanizmalari enzimatik antid&siar (siklooksijenaz, superoksid
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz) ve npmestik antioksidanlar (tokoferol,
karotenoidler, askorbik asid, poliaminler, melatgrNADPH, adenozin, koenzim Q-10, Urat,
polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sisteihomosistein, taurin, metionin, vb.) serbest
radikalleri notralize edebilirler. Oksidatif stremtioksidan defans tarafindan g&namazsa
lipid peroksidasyonu kar (82).

Antioksidanlarin (vit E, C vb) alinmasi CsA’'nin b@ék tzerindeki etkilerini kismen nétralize
edebilir. Antioksidanlar ROS, TX sentezi ve lipigrpksidasyon sirecini inhibe ederler.
Antioksidanlarin CsA’ya k&l renal fonksiyonlar ve histolojik hasar Uzerindglestirici
etkisi de vardir. CsA’nin renal etkileri Gzerindi&sojen antioksidanlarin rollerine dair ¢ok
gens calsmalar yapilmgtir. Durak ve arkadgarinin yaptgl bir calsmada Vit E (100

mg/kg/gun) ve vit Cnin (200 mg/kg/gin) CsA'ya dda histolojik hasari duzelts ve
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oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun bir trimlan TBARS'I (Thiobarbituric acid
reactive substances) ve antioksidan enzimlerden @ATGSH-Px aktivitesini artirgs
bulunmutur (83). Baka bir calsmada ise N-asetil sisteinle birlikte vergighde CsA’ya bl
histolojik deisiklikleri azalttigi ve lipid hidroperoksid, konjugat dien ve glutaty@ibi
oksidatif stres markirlarinda iygme sgladigi goralmistir (84). Bizim ¢camamizda da CsA
verilen gruptaki ratlarin bobrek doku kesitleri kah grubu ile kagilastirildiginda histolojik
olarak kronik siklosporin nefrotoksisitesine apiki dezisiklikler gbzlendi. Bu dgisiklikler
afferent arteriolopati, interstisyumda band tarainélbrozis, tubuler atrofi ve fokal
inflamatuvar hicre agi seklindeydi. Afferent arteriollerde hicre sitopladaranda
gensleme, terminal arterioler diiz kas hicrelerinde reof#ik, grantler, PAS-pozitif sirkiler
ve inci taneskeklinde hyalin depolanmasi goruldi. CsA ile bidilkerdostein verdimiz rat
grubunun bobrek dokusu histolojik olarak incelg@mtie; CsA uygulamasi sonucundasain
yapisal dgisikliklerin azaldgi gorulda.

Proksimal tibuler dejeneratif gigiklikler ve interstisyel fibrozis infiltrasyon aléar1 azalmg
olup, peritubtler kapiler konjesyon sinirliydi. MmUklear hucre infiltrasyonu belirgin

olarak azalnytl.

Ayrica kalsiyum antagonistlerinin CsA nefrotokssit Gzerinde faydali olguna dair

calismalar da vardir (85,86).

Baska bir calsmada antioksidan bir molekil olan melatonin vergimi&e CsA'ya b&l renal
yetmezlikte iyileme sgladigi, mikrokalsifikasyonu onledi goérulmistir (87). Diger caitli
calismalar da antioksidanlarin CsA'nin toksik etkilegeilinde faydali oldgunu gosternstir

(81,88).

Erdostein  N-(carboxymethylthioacetyl)-homocysteine thiolactpnekronik  pulmoner

hastaliklarda 10 yildan fazladir kullanilan mukélit ekspektoran anti-inflamatuvar bir
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ajandir. Mukus viskozitesini ve trakeobsal Kklirensi artirmasinin dinda hepatik
metabolizasyonu sonrasinda suphidril grup bloKejiserbest radikal savici ve antioksidan
aktivite 0zellgi kazanir (89).

Oksidatif stres arg§ina b&li c¢esitli organ hasarlarina k@r erdosteinin koruyucu etkisini

goOsteren deneysel gahalarn bazilari tablo 5’de 6zetlerytni (90).

Tablo 5. Erdosteinin oksidatif stres yoluyla gan ilaclara bgli doku hasari Uzerinde

protektif etkisini gbsteren bazi ¢ahalar.

Arastirma konusu, Dozaj Sonuglar
GSH TBARS/ | Isik

SOD | CAT -Px NO | X0 MDA mikroskopi
Doxorubisin 10 mg/ kg/ gin | Dokuda
kardiyak toksisite oral, rat 1 1 l l l protektif etki
Sisplatin hepatik | 50 mg/ kg/ giin Dokuda
toksisite oral, rat T 1 1 ! l protektif etki
Sisplatin 7-75 mg/kg/ giin Dokuda
nefrotoksisitesi | oral, rat T 1 1 ! l l protektif etki
Paracetamol 150 mg/kg/ gin | Dokuda
nefrotoksisitesi | oral, rat 1 1 l l protektif etki
Vankomisin 10 mg/kg/ glin B Dokuda
nefrotoksisitesi | oral, rat 1 l protektif etki
Renal 10 mg/kg/ gin Dokuda
iskemi/reperfuzy oral, rat T 1 l l protektif etki
on hasari

Superoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatymeroksidaz (GSH-Px), nitrik oksid
(NO), ksantin oksidaz (XO), tiobarbitlrik asid réélsubstans (TBARS), malondialdehid
(MDA).

Literatiirde erdosteinin CsA nefrotoksisitesi tzerikoruyucu etkisi ile ilgili herhangibir

calismaya rastlanilmangtir. Bizim calsmamizda CsA kullanimina pla antioksidan

enzimlerden CAT, GSH-Px duzeylerinde azalma ve lipid peroksidasyon Grlnt olan
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MDA'daki artista tedaviye erdostein eklenmesiyle dizelme tespilimés, ayrica bdbrek

dokularininin histopatolojik incelemelerinde deitggh iyilesmeler oldgu tespit edilmygtir.

6. SONUC

Ozet olarak CsA’nin renal disfonksiyona sebep gldgok iyi bilinmektedir. Nefrotoksisite
mekanizmasi tam olarak agl@mamakla birlikte yapilan camalarda mezeml ve
glomeruler ROS sentezini, lipid peroksidasyonunuwrazak bu sirece katkida bulurgdu
ispatlanmgtir. Bir egzojen antioksidan olan erdostein CsA'giomeruler ROS Uretimi ve
lipid peroksidasyonu Uzerindeki etkisini azaltaradrotoksik etkilerini geri dondurebilir ve
kronik CsA nefrotoksisitesini 6nlemede alternatif tedavi olabilir. Ancak daha ¢ok hayvan

ve insan ¢caémalarina ihtiyag vardir.
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7. ABSTRACT

Bacgraund:

Cyclosporine (CsA) is an immunosuppressive agesd aster solid organ transplantation, but
its clinical use is limited by side effects, inckuchephrotoxicity, hypertension, cardiotoxicity,
hepatotoxicity. The use of antioxidants reducesattheerse effects of CsA. The aim of this
study is to determine the protective effects obstdine on CsA-induced nephrotoxiciy.
Methods and results:

We investigated in rats for detecting the protextivle of erdosteine and evaluated CsA-
induced kidney damage using oxidative markers (SOBRT, GSH-Px, MDA, NO and PC
levels), and the morphology of the renal tissuegifight microscopy.

The rats were randomly allotted into one of the fexperimental groups:

CsA nephrotoxicity was induced by administratingoaal dose of 15mg/kg CsA daily for 21
days. The rats were divided into four groups: aadnim=8), CsA (15mg/kg, n=8), erdosteine
(10mg/kg day orally erdosteine, n=8), CsA+erdogt€im=8) administrated group.

The results of our study showed that the activitieglutathione peroxidase (GSH-Px) were
higher in CsA plus erdosteine group than CsA grang the levels of MDA, NO were lower
in CsA plus erdosteine group than CsA group. Higfiglal parameters significantly improved
with erdosteine administration.

Conclusions: Erdosteine may protect against the @sliced nephrotoxicity by reducing

oxidative stress.
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8. OZET

Calismamizda siklosporin nefrotoksisitesine stardosteinin koruyucu etkisini gtardik.
Calsmaya 32 adet Wistar tipi albino rat aldik ve randmolarak 4 gt gruba ayirdik. 21
gun boyunca oral gavajla bir gruba CsA (15 mg/km),gruba erdostein (10mg/kg), seir
gruba CsA+erdostein ve kontrol grubuna da aygigagl (2 ml/gin) verdik. 21 ginin
sonunda genel anestezi altinda ratlarin bobrekletkartarak biyokimyasal olarak dokularda
oksidatif markirlar, histopatolojik olarak da Cs#in renal dokuda yagm hasara kar
erdosteinin nefroprotektif etkisine baktik.

Calismamizin sonunda CsA verilen ratlarda CAT ve GSHs&xyelerinde anlamli azalma ve
MDA ve NO seviyelerinde anlamh agttespit edilirken tedaviye erdostein ilavesi ile bu
artislarda belirgin azalma tespit edildi. Histolojik cd& da CsA’nin olgturdusu interstisisyel
fibrozis, arteriolopati ve tibuler hasar Uzerindgatistiksel olarak anlamli derecelerde
duzelme sgadigl goraldu.

Bir egzojen antioksidan olan erdostein CsA’nin gbooler ROS dretimi ve lipid
peroksidasyonu Uzerindeki etkisini azaltarak neksik etkilerini geri déndurebilir ve kronik
CsA nefrotoksisitesini 6nlemede alternatif bir teidalabilir. Ancak daha ¢ok hayvan ve insan

calismalarina ihtiyac vardir.
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