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OZET
Son senelerde organ havuzunu genigletmek amactyla marjinal dondr-
lerin kullaniminda artis olmustur. Bu tip donorlerde ileri yasa ya da birlikte

bulunan, ilerleyici glomeriiloskleroz, hipertansiyon ya da diyabet gibi has-

taliklarin siddet ve siiresine bagl olarak nefron kaybi olmaktadir. Bunun ya-
ninda, ana yan etkilerinin nefrotoksisite olmasina karsin, giincel immiin-
supresif tedavi protokolleri héla bilyiik oranda siklosporin-A (CsA) ve tak-
rolimus (Tac) icermektedir. Bu calismanin amaci, kalsinrin inhibitdrlerinin

(CNI), bir suboptimal gref modeli olan nefron sayis azaltlmig bobrek tze-

rindeki akut nefrotoksik etkilerini karsilastirmali olarak ortaya koymaktir.

Bu calismada Wistar irki eriskin disi sicanlar kullanildi. Bir bobregin
subtotal, diger bobreginse total ¢ikariimasiyla 5/6 nefrektomize siganlar
elde edildi. Bir tanesi kontrol grubu olmak iizere degisik dozlarda Tac ve
CsA kullanilan, her biri 12 hayvandan olusan toplam 7 deney grubu olus-
turuldu. Onuncu giin sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek kalan bobrek
cikanildi ve histopatolojik inceleme icin drneklendi. Ayrica 0, 3, 7 ve 10.
giinlerde kanda tire ve kreatinin tayinleri yapildi.

Nefron sayisi azaltilmis bobrek modelinde hem CsA'nin hem de
Tac'in klinikte renal transplantasyon igin kullamlan dozlarda

zacak etkiyi gostermediklerini, buna karsin CsA'nin dozu arttikga nefro-
toksik etkilerinin ortaya giktiini saptadik. Sonug olarak, kalsindrin in-
hibitorlerinin suboptimal dondrlerden alinan bobreklerle yapilan
transplantasyonlarda indiiksiyon tedavisine gerek kalmadan kullanila-
bileceklerini, ancak bu bulgunun deneysel ¢alismalar yaninda klinik
olarak da gosterilmesi gerektigini diistiniyoruz.

Anahtar kelimeler: Kalsindrin inhibitorleri, akut nefrotoksisite

(CsA:
10-15 mg/kg, Tac: 0.2-0.4 mg/kg) erken dénem renal fonksiyonlan bo-

ABSTRACT

The use of marginal donors have increased over the recent years
in an effort to widen the donor pool. In this type of donors, some
degree of nephron loss is expected due to progressive glomeruloscle-
rosis and diseases like hypertension and diabetes, dependent on their
duration and severity. Current immunosuppressive therapy regimens
still include cyclosporin-A (CsA) and tacrolimus (Tac), in spite of their
nephrotoxic effects. The aim of this study was to study the acute
nephrotoxic effects of calcineurin inhibitors in a model of reduced
nephron mass.

Female adult Wistar rats were used in this study. A 5/6 nephrec-
tomized rat population was obtained by performing a subtotal
nephrectomy on the left kidney and totally removing the right kidney.
Seven groups of 12 ratseach were formed, including a control group
and groups for administering of Tac and CsA at various doses.
Animals were sacrificed at the end of the 10th day and the remaining
kidney was removed and sent for histopathologic examination. Blood
samples were taken for blood urea and creatinine measurements on
days 0, 3, 7, and 10.

We found that, nephrotoxicity did not occur at therapeutic doses
(CsA: 10-15 mg/kg, Tac: 0.2-0.4 mg/kg) in this model of reduced
nephron mass. However, with high doses of CsA, nephrotoxicity
appeared. As a result, we conclude that calcineurin inhibitors can be
used without induction therapies in transplantations involving subop-
timal grafts; but this finding must be confirmed in clinical trials as well.
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genisletmek icin marjinal donérlerin kullamminda bir arus
olmustur. Marjinal dondrlerin énemli bir unsurunu olustu-
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ran yash dondrlerde, vas ilerledikce olusan glomertiloskle-
roza ek olarak hipertansiyon ve diyabet gibi yandas hasta-
hiklarin siddeti ve stiresine bagl olarak nefron kaybi olmak-
tadhr.

Kalsindrin inhibitorleri (CND solid organ transplantasyo-
nunda cok onemli bir igir acnustir. Ana yan etkilerinin nef-
rotoksisite olmasma karsin halen cogu imminsupresif teda-
vi rejimi CsA ya da takrolimusa dayanmaktadir, Her iki ajan
da hem akut, hem kronik toksisiteye yol agar. Akut nefro-
toksisite biyiik oranda geriye donusliidiir ve bobrek kan
akiminda aferent arteriolar  vazokonstriksiyona  bagli bir
azalmaya bagh oldugu bildirilmektedir (1).

Ozellikle yash, oykiisiinde diyabet ve hipertansiyon
olan, soguk iskemi stiresi uzamis suboptimal donérlerden
alinan organlarda gref fonksivonu stabilize olana kadar kal-
sinorin inhibitorlerinden toksik etkileri nedeniyle kagcinmak
gerekliligi, indiiksiyon tedavisi protokollerini giindeme ge-
tirmistir (2). Bu protokoller transplantasyonu takiben 7-10
giin stireyle antilenfosit/antitimosit globilinler (ATG) veya
monoklonal antikorlar (OKT3, basiliksimab, daklizumab)
gibi ajanlann verilmesini icerir. Ancak indiiksiyon tedavisi
de firsater enfeksivon ve neoplazi gibi kendine dzgii riskler
icerir (3).

[skemik hasarla marjinal hale getirilen sican bobreklerin-
de CsA kullanumi ile ortaya konulan nefrotoksisite bulgula-
r tartismalr olmakla beraber, yorumlar cogunlukla, iskemik
hasart olan bobreklerin normal bobreklerle karsilastirildigin-
da CsA toksisitesine daha fazla aday oldugu yontindedir (4).

Bu cahsmanmn amact, kalsindrin inhibitorlerinin, diger
bir suboptimal greft modeli olan nefron sayist azalulnus
habrek tizerindeki akut etkilerini karsilastirmali olarak orta-
va koyarak marjinal donorlerden alinan greflerde indiiksi-
von tedavisinin yerini ve gerekliligini yorumlamakur.

Gereg ve Yontem

Calismaya baslamadan once merkezimizin Deneysel
Calisma Etik Komitesi'nden onay alindi,

Deney hayvan olarak Wistar ki eriskin disi sicanlar
kullanilde. Sicanlarmn agidiklarn 210-270 gram arasindayds.

Cerrabi Yontem

Biittin cerrahi girisimler eterle inhalasyon anestezisini
takiben 50 mg/kg dozda intraperitoneal pentobarbital veril-
mesiyle saglanan anestezi alunda yapildi. Orta hat laparoto-
misini takiben ilk olarak sol hébrek mobilize edildi, renal
arter ve vene mini bulldog vaskiler klempler konuldu. Bu-
nu takiben Gst ve alt kutuplar eksize edildi, 6/0-7/0 polip-
ropilen ile kalun bobrek kapstili suttre edildi ve vaskiiler
klempler acildi, Iskemi ve kanama olmadigindan  emin
olunduktan sonra sag netrektomi yapilarak laparotomi ka-
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patldi. Sol parsiyel nefrektomide iskemi ya da kanama bul-
gulari oldugunda, bu tarafa nefrektomi uygulanarak karsi ta-
rafa aym yontemle parsiyel nefrektomi yapildi. Bu sekilde
5/6 nefrektomize sicanlar elde edildi. Onuncu giin sonunda
yagayan tim sicanlar sakrifiye edilerek kalan bobrek cikarl-
di ve histopatolojik inceleme icin %10Tuk formaldehit ice-
ren siselere konuldu.

Tetkikler

Tim sicanlarda 0 (cerrahi girisimden once), 3, 7 ve 10.
giinlerde kuyruk veninden kan alinarak tire ve kreatinin ta-
yinleri yapildi. Ayni gtinlerde hayvanlar tarularak dlctimler
kaydedildi.

Histopatoloji

Nefrektomi ornekleri %107luk formaldehit icinde fikse
edildi. Tamamu takibe alindi (en az 1, en ¢ok 3 parafin
blok). Rutin takip prosediiriinii takiben doku kesitleri He-
matoksilen-Eozin ile boyandi. Ardisik numara verilen grup-
lar, gruplara uygulanan deney islemi bilinmeden, 151k mik-
roskobu altinda degerlendirildi. Marjinal bébrek bulgular
(fibrozis, nekroz, lenfoplazmositer hiicre infiltrasyonu, kal-
sifikasyon, kiiciik-orta ¢apl arterlerde intima kalinlasmasi
ve tibiiler atrofi), fonksiyonel toksisite (édem, fokal fibro-
zis, vakuolizasyon) ve yapisal nefrotoksisite (tiibtilopati, ar-
teriyolopati, glomeriilopati, tibilointerstisyel degisiklikler)
icin tammlanan kriterler ayri ayn degerlendirildi ve 0-4 (+)
olarak puanlandi (5,0).

Deney Gruplar:

Her bir deney grubunda 12 sican vardr.
1. Grup (kontrol): Bu grupta hicbir immiinsupresif ajan kullanil-
madi
2. Grup: Birinci glinden baslanarak 10 giin siire ile takrolimus 0.2
mg/kg dozda nazogastrik yoldan beslenme tipii ile verildi.
3. Grup: Birinci glinden baslanarak 10 giin stire ile akrolimus 0.4
mg/kg dozda nazogastrik yoldan beslenme tiipi ile verildi.
4. Grup: Birinci giinden baslanarak 10 giin siire ile takrolimus 0.8
mg/kg dozda nazogastrik yoldan beslenme tipii ile verildi.
5. Grup: Birinci glinden baglanarak 10 giin siire ile CsA 10 mg/kg
dozda nazogastrik yoldan beslenme tiipii ile verildi.
6. Grup: Birinci glinden baglanarak 10 giin siire ile CsA 15 mg/kg
dozda nazogastrik yoldan beslenme tapi ile verildi.
7. Grup: Birinci giinden baslanarak 10 giin siire ile CsA 20 mg/kg

dozda nazogastrik yoldan beslenme tipii ile verildi.

Istatistiksel Yontemler

Student / testi ve Mann Whitney U testi uygun oldugu
yerde kullanildi, p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Sonuclar

Deney tamamlanmadan olen, kontrol grubundan 3 ve
diger gruplardan 9 hayvan calisma disinda tutulmustur.
Tablo 1'de verilmis olan hakiye bobrek dokusunun agir-
hgr tim gruplarda benzerdir (p=0.05).

Tablo 2 agirhk degisikliklerini gostermektedir. Bitlin
gruplarda agirhk kaybi meydana geldi. CsA'nin 20 mg/kg
dozda uygulandigi grupta daha fazla agirhk kaybr olmasi-
na karsin, gruplar arsindaki farklar anlamh degildi.

Kan iire azotu degerleri Tablo 3'te verilmistir. Batin
gruplarda 0 ve 3. ginlerde alman tre azotu degerleri ara-
sida iki kaun dzerinde bir artis olmustur. CsA’'min 20
mg/ke dozda verildigi grup disindaki gruplarda 7 ve 10.

Tablo 1. Sakrifiye edilen hayvanlarin bakiye bobrek
dokusunun agirhg

10. giin bakiye
bobrek dokusunun
agirhg (mg)

1. Grup (kontrol, n=9) 92+18
2. Grup (Tac 0.2 mg/kg, n=12) 89+21
3. Grup (Tac 0.4 mg/kg, n=11) 91+23
4. Grup (Tac 0.8 mg/kg, n=10) 86+19
5. Grup (CsA 10 mg/kg, n=9) 83+15
6. Grup (CsA 15 mg/kg, n=10) 87+22
7. Grup (CsA 20 mg/kg, n=11) 89+19

- glnlerde hafif bir artis olmus, farklar kontrol grubuyla

karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamis-

- tr. Buna karsilik, 20 mg/kg CsA verilen sicanlarda tre

azotu artist daha belirgindir ve kontrol grubuyla karsilag-
urildiginda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<(.05).

Serum kreatinin degerleri Tablo 4'te verilmistir. Kreati-
nin degerleri tim deneklerde 3. glinde ameliyat dncesine
gore artmustir. CsA'min 20 mg/kg verildigi grup disinda
tiim gruplarda 10. giine kadar minimal bir artis olmasina
karsin, bu grupta belirgin bir artis olmus ve kontrol grubu
ile karsilastinldi@inda artisin istatistiksel acidan anlamh ol-
dugu saptanmistir (p<0.05).

Histopatolojik bulgular Tablo 4'te verilmistir. Tiim de-
neklerde marjinal bobrek bulgulari olan fokal alanlarda
kapstiler ve subkapsiler fibrozis, parenkimde iskemik
nekroz, polimorf niveli lokositlerin eslik ettigi yogun len-

. foplazmositer iltihabi hiicre infiltrasyonu, iltihabi grantlas-
- yon dokusu, yaygin, diizensiz dagilms kaba kalsifikas-
. yon, glomertiler skleroz, kiiciik-orta ¢caph arterlerde inti-

ma kalinlasmasi ve tiibiiler atrofi gozlemlenmesine karsin
(Sekil 1 ve 2), akut nefrotoksisite bulgusu olarak sadece

L 20 mg/kg CsA verilen grupta 0dem gozlemlendi.

Tartisma
Organ bekleyen hastalarin sayisinin her gecen giin art-
mast dondr havuzunun genisletilmesi amaciyla marjinal

. donorlerin kullanimmi giindeme getirmektedir. Marjinal

donorlerde yasa ve kronik yandas hastaliklara bagh olarak

Tablo 2. Siganlarin agirhk ol¢iimleri

0. giin 3. giin 7. giin 10. giin
1. Grup (kontrol, n=9) 24121 227+32 223x35 221+33
2. Grup (Tac 0.2 mg/kg, n=12) 238+20 215+41 220+38 212+40
3. Grup (Tac 0.4 mg/kg, n=11) 248+34 230+21 21345 205+32
4. Grup (Tac 0.8 mg/kg, n=10) 255123 242+28 235+32 238+37
5. Grup {CsA 10 mg/kg, n=9) 243+30 218+31 222438 217+39
6. Grup (CsA 15 mg/kg, n=10) 237+24 21726 21541 205+45
7. Grup (CsA 20 mg/kg, n=11) 249119 221221 210+38 203+43
Tablo 3. Kan lire azotu degerleri (mg/dl)

0. gun 3. giin 7. giin 10. giin p

1. Grup (kontrol, n=9) 24+7 464 47+3 48+6 p>0.05
2. Grup (Tac 0.2 mg/kg, n=12) 232 48+5 49+4 49+4 p=>0.05
3. Grup (Tac 0.4 mg/kg, n=11) 24+4 49+5 4945 50+3 p=>0.05
4. Grup (Tac 0.8 mg/kg, n=10) 25+3 46x2 50+4 504 p>0.05
5. Grup (CsA 10 mg/kg, n=9) 24x6 48+4 51+4 5214 p>0.05
6. Grup (CsA 15 mg/kg, n=10) 23+4 50+4 51+4 5315 p>0.05
7. Grup (CsA 20 mg/kg, n=11) 2445 493 55+5 5716 p>0.05
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Tablo 4. Serum kreatinin degerleri (mg/dl)

0. giin 3. gun 7. giin 10. giin P
1. Grup (kontrol, n=9) 0.35+0.06 0.71+0.16 0.72+0.13 0.74+0.08 p>0.05
2. Grup (Tac 0.2 mg/kg, n=12) 0.32+0.04 0.71+0.15 0.69+0.17 0.74:0.13 p>0.05
3. Grup (Tac 0.4 mg/kg, n=11) 0.30+0.09 0.70+0.19 0.71+0.20 0.74+0.23 p>0.05
4. Grup (Tac 0.8 mg/kg, n=10) 0.34+0.13 0.70+0.18 0.72+0.12 0.74+0.11 p>0.05
5. Grup (CsA 10 mg/kg, n=9) 0.36+0.11 0.69+0.14 0.72+0.20 0.75+0.19 p>0.05
6. Grup (CsA 15 mg/kg, n=10) 0.33+0.08 0.71+0.19 0.73+0.21 0.77+0.16 p>0.05
7. Grup (CsA 20 mg/kg, n=11) 0.33+0.05 0.73+0.13 0.78+0.12 0.82+0.08 p<0.05

Tablo 5. Histopatolojik degerlendirme sonuclan

Marjinal Akut
bobrek nefrotoksisite
bulgulan bulgulan

. Grup (kontrol, n=9) 4t -

. Grup (Tac 0.2 mg/kg, n=12) o+ -

. Grup (Tac 0.4 mg/kg, n=11) +++ -
. Grup (Tac 0.8 mg/kg, n=10) +4++ -
. Grup (CsA 10 mg/kg, n=9) +4+++ -
. Grup (CsA 15 mg/kg, n=10) 4+ -
. Grup (CsA 20 mg/kg, n=11) et

NV A WN =

glomertloskleroz ve nefron sayisindaki azalma, uzun sii-
reli grel fonksiyonunu olumsuz etkileyebilir. Bu deneysel
calismadaki marjinal gref modeli 5/6 nefrektomi yapilarak
gerceklestirilmistir,

Renal transplantasyon sonrasi erken donemde, sadece
bobrek fonksiyonunu korumak ve erken gref kaybini 6n-
lemek icin degil, ayni zamanda akut ret ve ge¢ donem
gref kaybr iliskisi nedeniyle de etkili immansupresyon
sarttir (7). suboptimal bir grefin durumu dikkate ahindigin-
da, hem erken hem de gee donemde immunsupresif te-
davilerin toksik etkileri Onem kazannustir.

Ozellikle hem iskemi, hem de rejeksiyona maruz ka-
lan allogreflerin siklosporin toksisitesine daha yatkin hale
geldigi genellikle kabul edilen bir gorGstir (8). Renal is-
kemi olusturularak elde edilen marjinal bobrek modelle-
rinde, bununla ilgili farkli sonuclar bulunmustur. Bazi ya-
zarlar renal iskemi ile CsA verilmesi sonucunda bobrek
fonksiyonunda anlaml bir degisiklik saptamazken, bazila-
i siklosporine bagh fonksiyon gecikmesi oldugunu gos-
termistir (9,10). Bizim calismanuzda, etkin dozlarla bera-
ber daha dasiik ve yiksek dozlar da nefrotoksisite yontn-
den siannustir. Kalan bobrek dokusu agirhiginin gruplar
arasinda farkl olmamasy, calismada kullanilan nefron sa-
yist azalulnus bobrek modelinin karsilastirmalara uygun
oldugunun bir gostergesidir.
hemodinamide onemli  degisiklikler

CsA'nin renal

olusturdugu ve azalmis bir renal kitle varliginda renal
fonksiyonu olduk¢a olumsuz yonde etkileyebilecegi orta-
ya konmustur (11). CsA'min, glomeriil filtrasyon hizmda
belirgin bir diistis yapug ve akut nefrotoksisitesinin gos-
terildigi deneysel modellerde kullanilan dozu, 30-60
mg/kg arasinda degismektedir (5). Bu calismada, renal
transplantasyon icin klinikte kullanilan 10 ve 15 mg/kg
dozlarda, azalmis nefron sayisina karsin, tre azotu ve kre-
atinin degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli fark go-
riilmemistir. Ancak CsA dozu 20 mg/kg’a ¢ikildiginda bu
degerlerde anlamli fark ortaya ¢ikmugtir. CsA'min 20 mg/kg
verildigi grupta diger gruplardaki bulgulara ek olarak go-
rillen interstisyel ve peritiibiiler édem, nefrotoksisitenin
erken bir yapisal bulgusu olabilir (6).

Diger bir kalsintrin inhibitdrii olan takrolimusun da
CsA’ya benzer bir mekanizma ile nefrotoksisite yaptigr bil-
dirilmistir (12,13). Deneysel ¢alismalarda takrolimus toksi-
sitesinin 0.8 mg/kg dozundan itibaren hem yapisal hem
de fonksiyonel olarak ortaya ¢iktigi ve bunun da, CsA nef
rotoksisitesine benzer sekilde, preglomeriler damarlarin
konstriksiyonu sonucunda renal hemodinamide azalmaya
bagli oldugu gosterilmistir (14). Marjinal bobrek modeli-
nin, nefron sayisinin azalulmasiyla elde edildigi ¢alisma-
mizda, oral yolla verilen 0.2, 0.4 ve 0.8 mg/kg takrolimu-
sun ne fonksiyonel ne de yapisal degisiklige neden oldu-
gu gortildi. Takrolimusun akut nefrotoksisitesinin arasti-
rildigr calismalarda elde edilen degisik sonuclar, muhte-
melen, uygulanis dozu ve yoluyla ilgilidir. Mollison ve ar-
kadaglannin yapug calismada 1 mg/kg intraperitoneal
takrolimus glomeriiler filtrasyon hizinda yaklasik %50
dismeye yol acarken oral yolla ¢ok daha yiiksek dozda
verilen takrolimus ile ayni olumsuz etki gorilmemistir
(15).

Kadavradan alinan suboptimal greflerde veya bagska
nedenlerle gref fonksiyonunda gecikme riskinin oldugu
durumlarda kalsintrin inhibitorlerinin nefrotoksik etkile-
rinden korunmak igin immunsupresyon protokollerinde
bir takim degisiklikler énerilmistir. Bunlann basinda anti-
lenfosit globtilinlerle yapilan indiksiyon tedavisi gelmek-
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Sekil 1. Marjinal bobrekte yaygin fibroz, interstisyel
yogun lenfoplazmositer infiltrasyon, makrokalsifikasyon,
tubtler atrofi (HE, 40x)

le beraber, bu ajanlarn, yayvgin kullanimlanna karsm ka-
daverik allogref sag kalimm artirdigi gosterilmemistir (16).
Bunun vaninda bu ilaclarin kendine 6zgli bazi ciddi yan
etkileri bulunmaktadir (3). Bazi ¢calismalarda iskemi/reper-
fiizyon hasarma ugramis allogreflerde indiiksiyon tedavi-
sivle ivi sonuclar alinirken, bazi arastirmacilar suboptimal
areflerde rejeksiyon riskini arirmadan CsA  dozlarinin
azalulip tedaviye mikofenolat mofetil gibi nefrotoksik ol-
mayan ilaclarin eklenmesiyle olumlu sonuglar elde etmis-
lerdir (17,18),

Bu ¢ahsmada nefron sayist azaltulmis marjinal bobrek
modelinde, hem CsA'nin hem de takrolimusun terapotik
dozlarda kullammunin, bobrek fonksiyonlarnt daha da
bozacak bir etkiyi ne fonksiyonel ne de yapisal olarak
gosterdiklerini, ancak CsA'nin dozu arttikea nefrotoksik
etkisinin ortaya cikugmi saptadik. Sonuc olarak, bu ajan-
larin nefron sayisinin azalnus oldugu kabul edilen yash ve
marjinal dondrlerden alinan greflerde kullaniminin erken
donemde renal fonksivon kusuruna yol agmayaca@inm ve
bu smifa giren suboptimal organlardan yapilan transplan-
tasyonda indiiksiyon tedavisine gerek kalmadan kullanila-
bileceklerinin klinik calismalarla da gosterilmesinin gerek-
li oldugunu distiniiyoruz.
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