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1. GIRIS VE AMAC

Son donem bdbrek hastaligi tedavisinde glinlimiizde periton diyalizi, hemodiyaliz ve
bobrek nakli olmak {iizere ii¢ farkli tedavi yontemi bulunmaktadir. Ancak bu
tedaviler arasinda, hasta yasam siiresi ve yasam kalitesini en olumlu yonde etkileyen
tedavi bobrek naklidir. Son yillarda immiinsiipresif tedavide saglanan ilerlemeler,
greft yagam siiresini uzatmig ve klinisyenlerin dikkatini bobrek nakli hastalarmin
diger saglik problemlerine yonlendirmistir. Bilindigi gibi, bobrek nakli hastalarinda,
calisan renal allogreftle 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar birinci
sirada yer almaktadir. Bu nedenle bdbrek nakli hastalarinda kardiyovaskiiler

hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi son derecede onemlidir (1).

Son yillarda kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerinin endotel hiicre hasar1 ve
endotel fonksiyon bozukluguna neden olarak aterogenezi hizlandirdig1 gdsterilmistir
(2). Kemik iliginden kdken alan ve endotel progenitdr hiicresi olarak adlandirilan
hiicrelerin endotel tamirinden sorumlu oldugu ve bu hiicrelerin sayisinda ve
fonksiyonlarnda meydana gelen azalmanin kardiyovaskiiler hastaliklarin
progresyonunda Onemli rolii oldugu yapilan g¢aligmalarda gosterilmistir (2). Bu
nedenle son yillarda sistemik endotel progenitoér hiicre diizeylerinin potansiyel
farmakolojik modiilasyonu giindeme gelmistir. Bu konuda yapilan calismalarda
ozellikle HMG CoA rediiktaz inhibitorleri (3,4), eritropoetin (5,6), graniilosit koloni
uyarici faktdr (G-CSF) (7)ve Ostrojenin (8,9) endotel progenitor hiicrelerini uyardigi

gosterilmistir.

Solid organ transplantasyonlar1 sonrasinda rejeksiyonun onlenmesi amactyla giiclii
immiinsiipresif ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglarin, bazi 6nemli yan etkileri
bulunmakta ve bunlar arasinda endotel hasar1 da yer almaktadwr. Literatiirde
kalsinérin inhibitorii olan takrolimus ve siklosporin A ile mTOR inhibitorii olan
rapamisin ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (1). Bu ¢alismalarda 6zellikle mTOR
inhibisyonunun, endotel progenitdr hiicrelerinde apoptozis ve hiicre Sliimiine yol
act1ig1  goOsterilmistir. Ancak kalsindrin inhibitorleri ile ilgili ayn1 etki

gozlenmemistir(1).



Calismamizin amaci, mTOR inhibisyonu (rapamisin) ile immunsupresyon yapilan
deneysel hayvan modelinde rapamisinle beraber statin ve eritropoetin alfa

kullanimimin EPC sayist lizerine olan etkisinin degerlendirilmesidir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Bobrek nakli, tiim renal replasman tedavileri arasinda, hasta yasam siiresi ve yasam
kalitesini en olumlu yonde etkileyen tedavi yontemidir. Tim diinyada giliniimiize
kadar yaklasik 500000 bobrek nakli gerceklestirilmistir ve bu saymin 200000 den
fazlasi A.B.D ’e aittir (10) Solid organ nakillerinde son yillarda &zellikle
immiinstipresif tedavide ki gelismeler sayesinde greft omriinde belirgin artis
saglanmistir. 2000 y1li UNOS ( United Network for Organ Sharing) verilerine gore
kadavradan yapilan bobrek nakillerinde 1 ve 5 yillik greft dmrii swrasiyla %89,4 ve
%064,7 iken, canli vericiden yapilan nakillerde %94,5 ve %78,4 olarak saptanmistir.
Hasta yasam siiresine bakildiginda ise, kadavradan yapilan nakillerde 1 ve 5 yillik
sonuglar sirastyla %95 ve % 82 iken canli vericiden yapilan nakillerde %98 ve %91
olarak saptanmistir (sekil 1)(11). UNOS verilerinden elde edilen ileri analizlerde ise
canli vericilerden yapilan bdbrek nakillerinde greft yar1 omriiniin 1988 ve 1996
yillar1 arasinda 12,7 yildan 21,6 yila, kadavra nakillerinde ise 7,9 yildan 13,8 yila
ciktig1 gosterilmistir.

Greft kaybi, gec ve erken donem kayiplar olarak iki dénemde degerlendirilir. 11k 12
aydaki kayiplar erken donem greft kaybi olarak adlandirilir ve genellikle greft
trombozu gibi teknik komplikasyonlar, hiperakut ve akut rejeksiyon, primer
fonksiyon gormeyen bobrek veya calisan greftle hasta 6liimii 6nde gelen nedenler
arasinda yer almaktadwr. Posttransplant erken donemde goriilen hasta olimii

nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar ve enfeksiyon yer almaktadir(Sekil 2).

[k 12 aydan sonra goriilen kayiplar ise ge¢c dénem greft kaybi olarak adlandirilir ve
kronik allograft nefropatisi, ¢alisan greftle hasta 6liimii esas sebepleri olusturur. Geg
donem akut rejeksiyon ve tekrarlayan primer hastalik bu donemdeki greft
kayiplarinin daha nadir goriilen nedenleri arasindadir. (Sekil 2). Posttransplant gec
donemde ki hasta 6liimii nedenlerinde ise birinci swray1 kardiyovaskiiler hastaliklar

alirken, enfeksiyon ve maligniteye bagli 6liimler ikinci sirada yer almaktadir (12).
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Sekil 1: Transplantasyon sonrasi hasta survisi ve renal survi oranlar
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Sekil 2: Transplantasyon sonrasi erken ve ge¢ donem greft kaybi sebepleri

HA: Hiperakut rejeksiyon,AR:Akut rejeksiyon, PNF: Primer nonfonksiyone,
T:Tromboz ,CAN: Kronik allograft nefropati, RD: Rekiirren hastalik



2.1 Transplantasyon ve Kardiyovaskiiler Sistem (KVS )Hastaliklari:

Renal allograft alicilarinda mortalitenin  en Onemli sebepleri arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar yer almaktadir. Transplantasyon sonrasinda ki 10 yil
icinde, ¢aligan greftle Olen hasta grubunda kardiyovaskiiler hastaliga bagli 6liim
oran1 %36 olarak saptanirken, posttransplant 15 yillik izlemde %23 hastada koroner
arter hastalig1, %15 hastada serebrovaskiiler hastalik, %15 hastada ise periferik arter

hastalig1 gelisimi gozlenmektir (12)

Transplantasyon sonrasinda KVS hastalik risk faktorleri arasinda, hipertansiyon,
hiperlipidemi, hiperglisemi, ileri yas, sigara, proteiniiri ve renal yetersizlik gibi

normal popiilasyonda 6nde gelen sebepler yer almaktadir.

2.2 KVS hastahklarinin etyopatogenezi

Aterosklerotik damar hastaliklari, tiim diinyada en 6nde gelen Sliim sebepleri
arasinda yer almaktadwr. Aterosklerozun klinik bulgular1 arasinda myokard
infarktiisti, kalp yetersizligi, inme ve periferik arter hastaligi yer almaktadir ve
genellikle geri doniisiimsliz organ hasar1 ile sonug¢lanmaktadir. Yakin zamanda
yayimlanan rehberlerde, aterosklerotik hastaliklarin Onlenmesinde yasam tarzi
degisikligi, risk faktorlerinin azaltilmasi ve serbest oksijen radikalleri ile endotel
hiicre hasar1 gibi etkilerin azaltilmasmin énemi vurgulanmstir. Risk faktorleri ve
ateroskleroz arasmda ki iligki iyi bilinmesine ragmen yasam tarzi degisikligi ve risk
faktorii azaltilmasina yonelik tedavilerde hasta uyumu olduke¢a diisiik bulunmustur.
Bu nedenle 6zellikle kardiyovaskiiler hastalik sikligini azaltmaya yonelik yeni tedavi

secenekleri arastirilmaktadir.



Glinlimiizde yapilan tiim ¢alismalara ragmen aterosklerozun molekiiler
mekanizmas1 hala tam olarak aydinlatilamamistir. Hasara karsi cevap hipotezine
gore, kardiyovaskiiler risk faktorleri endotel iizerine kimyasal veya mekanik hasar
yaparak makrofaj invazyonu ve lipid birikimine neden olmaktadir(13). Endotel
iizerine siirekli olarak devam eden hasar, endotel disfonksiyonuna neden olur (14).
Molekiiler ve hiicresel diizeyde endotel disfonksiyonu, azalmis NO seviyesi ve
endotel hiicrelerinde ilerleyici kaylp ile karakterizedir (15,16).Insanlarda,
kardiyovaskiiler risk faktorleri varliginda goriilen artmis endotel hiicre hasari,

endotel hiicre apoptozisine ve endotel biitiinliigiiniin bozulmasina yol agar.

2.2.1 Endotel hiicre apoptozisi

Endotel hiicre hasar1 aterogenezde baslangi¢ basamagidir. Endotel hiicre
apoptozisi plazma membraninda degisiklikler, hiicre ¢ekirdeginin biiziismesi, DNA
parcalanmasi ve kiiciik membran partikiillerinin salinimi ile iliskilidir. Bu kii¢iik
membran partikiillerine endotelyal mikropartikiiller adi verilir (17).Endotelyal
mikropartikiil diizeyleri in vivo olarak flow-sitometri ile tespit edilir ve ciddi endotel
hiicre hasarinin  goriildiigii trombotik trombositopenik purpura, diyabet,
hipertansiyon, akut koroner sendrom ve myokard infarktiisii durumlarinda artig
gosterir. (18-21). Koroner arter hastalig1 olanlarda dolasan endotelyal mikropartikiil
diizeyleri, endotel disfonksiyonunun derecesi ile korelasyon gostermektedir (22)

(figiir 1).
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Figure 1: Endotel hilcre apoptozisi endotelyal mikropartikiller olarak adlancinian kicik membran partiklllerinin
alimemi ile figkilidir. Hiicre apoptozisi srasinda, normalde stoplazmik membranin i tarafinda yerlegim gosteran
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fosfatidilzerine bagh olarak dolagr. Dolagan endatelyal mikropartikiller flove sitometrik olarak degerlendiriletbiic.



2.2.2 Endotel Hiicre Rejenerasyonu

Fizyolojik kosullar altinda endotel hiicre apoptozisi, endotel hiicre dongiisiinii
arttirarak hasarli endotelin tamirine yol acar (Figiir 2) . Daha onceleri endotel hiicresi
tamir mekanizmalarinin, komsu endotel hiicresi tarafindan diizenlendigi
diistiniilmekteydi. Ancak son yillarda yapilan c¢aligmalarda matiir endotel
hiicrelerinin rejenerasyon kapasitesinin diisiik oldugu ve dolasan endotel progenitor

hiicrelerinin (EPC) rejenerasyonda 6nemli rolii oldugu gosterilmistir.

Endotel progenitdr hiicrelerinin sistemik transfiizyonu veya intrinsik mobilizasyonu,
fokal endotel hasar1 sonrasinda endotel rejenerasyonuna neden olmaktadir (23,24).
Yapilmis olan insan ¢aligmalarinda yiiksek EPC diizeyleri azalmis kardiyovaskiiler
olay sikligr ile iligkili bulunmustur ve bu sonuca dayanarak EPC lerin vaskiiler
koruyucu etkileri oldugu sonucuna varilmistir (25,26). Koroner arter hastaligi risk
faktorleri, endotelyal hiicre apoptozisine neden olarak siirekli devam eden endotel
hasarina neden olurler. EPC lerin bu endotel hasarini tamir ettikleri diisiiniilmektedir

27) .

Diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara gibi risk faktorleri koroner arter
hastalig1 olanlarda veya saglikli populasyonda EPC sayi ve fonksiyonlarinda
azalmaya neden olmaktadir (28,29). Bununla beraber kardiyovaskiiler risk
azalmasina neden olan statin kullanimi ve egzersiz gibi faktorlerin EPC sayisinda

artisa neden olarak endotel tamirini arttirdiklar1 gosterilmistir (3,30,31,32) (Figiir 3).



Figiir 2 Endotel hucre apoptosisi ve rejenerasyonu arasinda ki denge aterosklerozun

derecesini ve progresyonunu belrlemektedir.
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Figur 3 Vaskiiler koruyucu ajanlar EPC say1 ve fonksiyonunda artisa sebep olarak

ateroskleroz progresyonunu onlerler. KVS risk faktorlerine bagl olarak gelisen EPC say1 ve

fonksiyonunda azalma aterosklerotik hastalik gelisimi ile iligkilidir.



2.3 ENDOTEL PROGENITOR HUCRELER (EPC)

2.3.1 EPC TANIMI:

Mezodermal hiicrelerin embriyonik gelisim sirasinda angioblastlara ve endotel
hiicrelerine diferansiye oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak bu diisiince 1997 yilinda
Asahara ve arkadaslarinin, erigkinlerden elde edilen purifiye CD 34 (+)
hematopoetik progenitor hiicrelerin ex vivo ortamda endotelyal fenotipe diferansiye
oldugunu gostermesiyle degismistir. Endotel progenitor hiicresi olarak adlandirilan
bu hiicreler, endotel hiicre isaretleri icerir ve iskemi alaninda yeni damar olusumunda
rol alirlar (33). Endotel progenitor hiicreleri, CD 34 gibi hematopoetik kok hiicre
isareti ile beraber VEGFR2 gibi endotel hiicre isareti de igerirler. Ancak bunlar
disinda son zamanlarda, endotelyal hiicre diferansiasyonu gosterdigi diistliniilen
kemik iligi kokenli olan ve olmayan farkli hiicre tipleri de tanimlanmistir. Bunlar
arasinda myeloid hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, doku kaynakli kok hiicreler ve

damar duvar1 kaynakli endotel hiicreler yer almaktadir(33).

CD 34 ekspresyonu sadece hematopoetik kok hiicrelerde degil, daha az oranda
olmakla beraber matiir endotel hiicrelerinde de goriiliir. Yakin zamanda yapilan
caligmalarda CD 133 hematopoetik kok hiicre yiizey isaretinin immatiir hiicrelere
daha spesifik oldugu ve purifiye CD 133(+) hiicrelerin in vitro ortamda endotel
hiicrelerine diferansiye oldugu gosterilmistir (34).AC 133 veya Prominin olarak da
adlandirilan CD133, biyolojik aktivitesi tam olarak bilinmeyen, matiir hiicrelerde ve
monositlerde eksprese edilmezken hematopoetik kok hiicrelerde eksprese edilen bir
antijendir (35). Bu nedenle CD133+ VEGFR2+ hiicreler genellikle immatur hiicre
grubunu yansitirken CD34+ VEGFR2+ hiicreler damar duvarinda yerlesen daha
matiir hiicre grubunu gostermektedir. Giiniimiizde halen CD133 iin sadece bir yiizey
isaretimi yoksa neovaskularizasyon regiilasyonunda fonksiyonel rolii olan bir antijen

mi oldugu bilinmemektir.
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Figiir 4: Endotel progenitor hiicrelerin kaynagi ve diferansiasyonu. Sekilde hem
hematopoetik kok hiicre hem de nonhematopoetik hiicrelerden EPC olusumu sematik olarak

gosterilmektedir.
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2.3.2 EPC ve Neovaskiilarizasyon

Ciddi iskemi sonrasinda, neovaskiilarizasyonda artig saglanmasi ana tedavi hedefleri
arasindadir (36). Kemik iligi kokenli hiicrelerin, endotelyal yiizey isareti eksprese
ederek iskemi alanina dogru hareket ettiklerinin gosterilmesi sonrasinda, izole
hematopoetik kok hiicre veya endotel progenitdr hiicrelerinin tedavi i¢in kullanimlar1

giindeme gelmistir.

Kemik iliginden veya hiicre disinda kiiltiir yontemiyle izole edilen farkli hiicre
tiplerinin inflizyonu sonrasinda iskemik dokuda yeni damar olusumunun arttig1
cesitli calismalarda gosterilmistir (37-39) (Figiir 5). Myokard infarktiisii olusturulan
hayvan modellerinde, ex vivo olarak c¢ogaltilan endotel progenitdr hiicrelerinin
enjeksiyonu sonrasinda kan akiminin arttigi, kardiyak fonksiyonun diizeldigi ve sol
ventrikiil fibrozisinin azaldig1 gosterilmistir (37,38). Sonrasinda yapilan diger pilot
caligmalarda da endotel progenitdr hiicrelerinin iskemik dokunun kanlanmasini
arttirdiklar1 gosterilmistir (40,41). Bu caligmalarda, kullanilan EPC tipinden
bagimsiz olarak, EPC nin fonksiyonel kapasitesinin neovaskiilarizasyonda etkili

oldugu gosterilmistir (figiir 5) .

12
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Figiir 5: Vaskiiler biyolojide EPC lerin rolii.
Endotel hasar1 sonrasinda EPC enjeksiyonu reendotelizasyon ve

neovaskiilarizasyonu arttirmaktadir.
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2.3.3 EPC Mobilizasyonu

Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerinin mobilizasyonu, bdlgesel mikrogevre
tarafindan diizenlenmektedir. Sitokin saliniminda meydana gelen artig, kok hiicreler
ve stromal hiicreler arasma olan iligkiyi tetikleyerek transendotelyal migrasyon
vasitasiyla kok hiicrelerinin kemik iligini terk etmesine yol agar. Elastaz, katepsin G,
matrix metalloproteinaz (MMP), gibi proteinazlarmn aktivasyonu sonucunda stromal
hiicreler hamatopoetik kok hiicrelerin yiizeyinde bulunan integrin molekiilii ile

etkilesime girer.

Fizyolojik olarak iskeminin, EPC’lerin kemik iliginden mobilizasyonunda en
onemli sinyal mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi sonucunda VEGF veya
SDF-1 (42,43) diizeylerinde artis meydana geldigi ve dolasima salindigi bunun
sonucunda ise MMP-9 aktivasyonu ile progenitor hiicrelerin kemik iliginden

mobilize oldugu diisiiniilmektedir (7,44—46).

Yakin zamanda endotel progenitdr hiicrelerinin kemik iliginden mobilizasyonunda
etkili olan ek faktdrler tanimlanmistir. Ornek olarak, bir sitokin olan graniilosit
koloni stimiile edici faktdr (G-CSF) kullanimi dolasan endotel progenitor hiicre
diizeyinda artisa neden olmaktadir. Benzer bir sitokin olan graniilosit-monosit koloni
stimiile edici faktor de (GM-CSF) ayni sekilde EPC sayisii arttrmaktadir (7).
Bunun disinda eritroid Onciil hiicrelerin ¢ogalma ve olgunlagsmasmni uyaran
eritropetin kullanimmin hem deneysel hayvan modellerinde hem de insan
caligmalarinda endotel progenitor hiicre sayisinda artisa neden oldugu gosterilmistir

(5,6).

14



EPC farmakolojik modiilasyonu ile ilgili ilk ¢aligmalar, HMG CoA rediiktaz
inhibitorleri kullanilarak yapilmistir. Statinlerin hem insan c¢aligmalarinda hem de
hayvan modellerinde EPC say1 ve fonksiyonunda artisga neden olduklari
gosterilmistir (3,4). Statinlerin, kemik iliginde kok hiicre sayisini arttirmak diginda,
EPC ¢ogalmasinda ve mobilizasyonunda artisa neden oldugu diisiiniilmektedir.
Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda Ostrojenin EPC sayisinda artisa neden oldugu
gosterilmistir (8,9). Ayrica egzersiz, hem insan ¢aligmalarinda hem de hayvan
modellerinde artmig EPC diizeyleri ile iliskili bulunmustur (47). Heniiz molekiiler
sinyal yolu net olarak tanimlanmamistir. Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda, ilk defa
statin kullanimiyla matiir endotel hiicrelerinde aktive oldugu gosterilen P13K/Akt
yolunun, statine bagl artmig EPC sayisinda 6nemli rolii oldugu 6ne stirtilmiistiir
(48.49.4). Benzer sekilde VEGF, EPO, Ostrojen ve egzersiz ile ayni yolun aktive
oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle EPC sayis1 iizerine etkili faktorler, bazi ortak
sinyal yollar1 kullanmaktadir. Son ¢alismalarda, NO sentetaz enziminin kemik
iliginden progenitor hiicre mobilizasyonunda olduk¢a 6nemli oldugu gosterilmistir.
Bu nedenle, EPC mobilizasyonunu arttiran uyarilarm, kemik iligi stromal
hiicrelerinde P13K/Akt bagimli NO-sentetaz aktivasyonu yaparak etki gosterdigi one
stiriilebilir. (figlir 6)
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2.3.4. EPC Doku Yerlesimi ve Diferansiyasyon Mekanizmasi

Son yillarda 6zellikle neovaskiilarizasyon ile ilgili yogun arastirmalara ragmen, EPC
lerin doku yerlesimi ve diferansasyon mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir.
Ancak kemik iliginden koken alan EPC lerin doku yerlesimi ve diferansiyasyonunda

cok basamakli bir siire¢ oldugu diisiintilmektedir.

1-Adhezyon ve Transendotelyal Migrasyon

EPC lerin iskemik dokuya yerlesmesinde ilk basamaktir. Oncelikle, iskemi ve
sitokinlere bagli olarak aktive olan endotel {izerine progenitér hiicre adhezyonu
gerceklesir ve sonrasinda EPC ler endotel hiicre katmanlarin1 gegerek
transmigrasyona ugrar (50) . Integrin molekiilleri, hematopoetik kok hiicrelerin ve
l6kositlerin ekstraseliiler matrix proteinlerine ve endotel hiicrelerine adhezyonunda
etkilidirler (51,52). Hiicre- hiicre etkilesiminde P2- integrinler ve oa4f1 integrin
sorumludur. B1 integrinler endotelyal hiicreleri de igeren farkli hiicre tiplerinde
eksprese edilirken P2- integrinler 06zellikle hematopoetik hiicrelerde eksprese
edilirler (53) . Integrinlerin, iskemik dokuya progenitor hiicrenin yerlesmesinde etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle B2- integrinler, hematopoetik kdk hiicrelerde ve
progenitdr hiicrelerde yiiksek ekspresyona sahiptirler ve bu hiicrelerin adhezyon ve

transmigrasyonunda etkilidirler (figiir 6)

2-Kemotaksis, Migrasyon ve Invazyon

Dolasan EPC sayisinin diisiik oldugu diisiiniiliirse, iskemik veya hasarli dokuya
yeterli sayida EPC nin yerlesmesinde kemoatraksiyonun énemli rolii oldugu sonucu
ortaya c¢ikacaktir. Cesitli calismalarda hematopoetik kok hiicrelerin kemik iligine
yerlesmesini saglayan faktorler aragtirilmistir. Bunlar arasinda SDF-1 (54,55)
benzeri kemokinler, lipid medyatorleri (sfingozin 1 fosfat) (56) ve heterolog
hiicreler tarafindan salinan faktorler yer almaktadir. Dolasan EPC lerin iskemik

dokuya yonlenmesinde de bu faktorlerin etkili oldugu diistintilmektedir (57).
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Bu faktorlerin diginda VEGF seviyesinin de iskemi sirasinda arttigi ve EPC ler i¢in
kemoatraktif faktor olarak rol oynadigi one siiriilmiistiir (42.46.58). Yakin zamanda
yapilan c¢alismalar EPC nin iskemik dokuya kemotaksisini regiile eden
mekanizmalara 151k tutmus olmakla beraber, migrasyon ve doku invazyonu ile ilgili
bilgi ¢cok daha azdir. Bununla beraber katepsin veya metalloproteaz gibi protezlarin
EPC lerin doku invazyonunda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir, ancak bu konuyla

ilgili net veri bulunmamaktadir (figiir 6)

3-Diferansiasyon

Son olarak EPC lerin fonksiyonel endotel hiicresine degisimi olduk¢a dnemlidir. Bu
farklilagma olayinda rol oynayan genetik dongii biiyiik oranda bilinmemektedir,
ancak yapilan bazi c¢alismalarda ana mezodermal Onciill hiicre olan
hemangioblastlarin embriyonik gelisim sirasindaki diferansiyasyonlar1 incelenmistir.
VEGF ve reseptorleri embriyonik gelisim sirasinda, endotelyal diferansiasyonda

oldukga etkili rol oynamaktadir(59,60) (figiir 6).
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2.4 Kardiyovaskiiler risk faktorleri ve EPC

Yapilmig olan kiiciik klinik ¢aligmalarda ateroskleroz risk faktdrlerinin, dolasan
endotel progenitdr hiicre sayisiyla ters orantili oldugu gosterilmistir (25,26). Dolasan
CD34/KDR pozitif progenitdr hiicrelerin, koroner arter hastaligi olanlarda kontrol
grubundakilere gore %50 oraninda azaldig1 saptanmistir. Bununla beraber koroner
arter hastalig1 olanlardan elde edilen endotel progenitdr hiicrelerinin migrasyon
cevabinda azalma oldugu c¢alismalarda gosterilmistir. Arteryel hipertansiyon,
diyabet, hiperlipidemi, sigara, fiziksel inaktivite gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri,
azalmig EPC sayis1 ve aktivitesi ile iliskili bulunmustur. Bilinen risk faktorleri
disinda, erken donem koroner arter hastaligi aile hikayesi, homosistein ve CRP

diizeyleri gibi faktorler de EPC sayis1 ve fonksiyonu ile iliskili bulunmustur (61-63).

2.5 Hiperlipidemi ve EPC

Yakin zamanda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, EPC diizeyleri ve hiperlipidemi arasinda
iliski oldugu gosterilmistir. Serum kolesterol diizeyi yiiksek olan saglikli kisilerde
EPC sayilarmin azaldigi, koroner arter hastalarinda da serum diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL) diizeyinin EPC sayisiyla ters orantilt oldugu gosterilmistir (64,29)
. Bununla beraber hiperlipidemi varliginda, EPC lerin proliferasyon, migrasyon,

adhezyon gibi fonksiyonel 6zelliklerinde de bozulma goriilmektedir (65) .

2.6 Hipertansiyon ve EPC

Tiim risk faktorleri arasinda, EPC migrasyon kapasitesi iizerine en etkili olan arteryel
hipertansiyondur. Arteryel hipertansiyonu olan kisilerde, sistolik kan basinc1 dolagan
EPC diizeyi ile ters orantilidir. Yapilmis olan deneysel calismalarda, arteryel
hipertansiyonun etkilerinden sorumlu olan Angiotensin 2, oksidatif stresi arttirarak
EPC proliferasyon yeteneginde bozulmaya neden olmustur. Aymi c¢aligmada
Angiotensin 2 reseptdr blokeri (Valsartan) kullanimi ile , bu etkinin diizeldigi

gosterilmistir (66).
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2.7 Diyabet ve EPC

EPC diizeyleri hem tip 1 hem de tip 2 diyabetiklerde azalmaktadir. Diyabetik
hastalarda goriilen vaskiiler komplikasyonlarin altta yatan mekanizmalar1 arasinda
EPC disfonksiyonunun énemli rolii oldugu diistiniilmektedir. EPC proliferasyonu ve
adhezyonu diyabetik hastalarda bozulmaktadir (67-69). Krankel ve arkadaslarini
yaptig1 bir caligmada hipergliseminin EPC diizeyinde, NO sentezinde ve MMP-9

aktivitesinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (70).

2.8 Transplantasyon ve EPC

Bobrek nakil sonrasinda kardiyovaskiiler 6liim (KVO) orani 10 kat azalmakta ve bu
durum organ nakli sonrasinda goriilen artmis hasta sagkalim oraninin en Onemli
sebebini olusturmaktadir (71). Bu olumlu etkiye ragmen KVO, bobrek nakli
hastalarmdaki en 6nemli 6liim sebebi olmaya devam etmektedir. Nakil sonras1 KVO
oranlar1 saglikli kontroller ile karsilastirildiginda 3-5 kat daha yiiksektir (72,73).
Bobrek nakli sonrasinda artmis KVO oranlarindan klasik risk faktorleri kadar nakil
olmus hastalara 6zgii faktorler de onemlidir. Bu risk faktorleri arasinda kullanilan
immiinsiipressif ilaclar, graft fonksiyonu (74), gec¢irilmis cytomegaloviriis (CMV)

enfeksiyonlar1 (75) ve gecirilmis akut rejeksiyon ataklar1 yer almaktadir.

Endotel hiicreleri, transplantasyon islemi basarisinda 6nemli rol oynamaktadir.
Transplantasyon isleminin kendisi endotel hasar1 yaparak inflamatuar bir dongiiniin
baslamasma sebep olmaktadir. Eger bu inflamatuar dongii kontrol altina alinmazsa,
kronik graft vaskiilopatisine yol agabilecek proliferatif ve fibrotik siirecin baglamasi

kagmilmaz olacaktir (76).
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SDBY hastalarinda EPC lerde sayisal ve fonksiyonel bozuklugun oldugu ve bu
durumun artmis KVO oranlar1 ile iliskisini gosteren calismalar olmasma karsin,
bobrek nakli sonrasinda EPC say1 ve fonksiyonlarinda nasil bir degisiklik meydana
geldigini ve bunun KVO oranlar ile iliskisini gosteren literatiirde yaymlanmis tek

bir ¢aligma vardir.

Bu calismada, nakil sonrasinda EPC sayisinda azalma olmasma karsin EPC
fonksiyonlarinda belirgin diizelme oldugu ve bu olumlu etkinin nakil sonras1 azalmig

KVO oranlari ile iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (77).

2.9 EPC ve Rapamisin:

Rapamisin (RAPA); son 5 yilda transplantasyon sonrasi organ reddini engellemede
kullanim1 giderek artan yeni bir immiinsiipressif ilactir. Tek basina kullanilabilecegi
gibi diisiik doz kalsindrin inhibitorleri ile beraber kullanimi1 da s6z konusudur.
RAPA kimyasal yap1 olarak Tacrolimus ile benzerlik gosteren, antifungal etkileri de
olan makrolid yapil1 bir antibiotiktir (78). On-ila¢ olan RAPA nin etkisi T-lenfosit
sitozoliinde yer alan FK binding protein (FKBP12) ile baglandiktan sonra baslar.
RAPA-FKBP 12 kompleksi,  T-lenfositlerdeki  hiicre  proliferasyonu,
differansiyasyonu ve yasam siiresini belirlemede 6nemli rol oynayan kinaz yapisinda
’mammalian target of rapamycine‘‘ (mTOR) enzimini inhibe eder (78). mTOR
enzimi hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan yapitaslarinin miktari, hiicresel enerji
diizeyi ve biiyiime faktorlerine ait sinyal iletilerini kontrol eder (79). Bu 3 temel girdi
istenen diizeyde ise hiicre proliferasyonu ve biiylimesini baslatan uyartyr gonderir.
mTOR enzimi ayrica biiylime faktorlerine ait reseptorlerin uyarilmasi ile olusan
sinyal iletiminde de gorev alir (80). mTOR enzimi hiicre i¢i ribosomal protein
sentezini kontrol ederek mRNA translasyonunu uyarir ve hiicre proliferasyonu icin
kritik bir asama olan DNA sentezi i¢in hiicrelerin istirahat fazi olan G1 fazindan

sentez fazi olan S fazina gecisini uyarir (81).

RAPA; mTOR enzimini inhibe ederek lenfositler basta olmak iizere proliferasyon
indeksi yliksek tiim hiicrelerde, hiicre ¢ogalmasi ve biiyiimesini inhibe eder. RAPA
transplantasyonda organ reddini Onleme disinda kalp nakillerinde koroner

vaskiilopati gelisimini engellemede (82), koroner stentlere emdirilerek re-stenozu
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engellemede (83) ve anti proliferatif etkileri sebebiyle anti-neoplastik bir ajan olarak
da kullanilmaktadir (84). RAPA 'nin bu etkileri vaskiiler endoteldeki neo-intimal

hiperplazi ve angiogenezis lizerindeki etkilerine baghdir.

Son yillarda RAPA nin 6zellikle dolasan EPC ve vaskiiler diiz kaslar lizerindeki anti-
proliferatif etkileri ve bu etkinin tedavi amac¢h kullanimi giindeme gelmistir. Bu
konuda Miruika ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, in-vitro ortama ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi RAPA eklenmesinin EPC sayisinda ve canli hiicre
yiizdesine dramatik bir azalmaya yol actigini gostermislerdir (85). Bu arastirmacilar
EPC lerin RAPA etkisine ¢ok duyarli oldugunu oysa matiir endotel hiicreleri ve
makrofajlarm RAPA etkisine goreceli olarak direngli oldugunu da gostermislerdir.
Arastrmacilar RAPA nin EPC lerde apoptozisi ve otofaji olarak adlandirilan
hiicrelerin biliylime faktorii ve yapitasi eksikliginde kendi kendilerini fagosite
etmeleri fenomenini uyardigini ve bodylece anti-proliferatif etki gosterdigini ileri
stirmiiglerdir (85). RAPA ayrica kalp transplantlarindan sonra koroner arter
sisteminde goriilen ve transplant vaskiilopatisi olarak isimlendirilen neointimal
hiperplaziye bagli koroner plaklarin olusumunu da engeller (83). Transplant
vaskiilopatisi siirekli ve tekrarlayan donor spesifik immiinolojik yanita bagl olarak
vaskiiler endotelde meydana gelen bir hasar sonucu olusur. Bu hasar1 tamir
mekanizmasinda gorev alan EPC lerin asir1 yanit1 koroner transplant vaskiilopati
patogenezinde suclanmaktadir. RAPA’nin; EPC say1 ve fonksiyonlarini bozarak ve
vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu engelleyerek transplant vaskiilopati
gelisimini engelledigi one siirliilmiistiir (86).  Ancak transplantasyon sonrasinda
RAPA kullanimi ile, fizyolojik hasar mekanizmasinda 6nemli rolleri olan ve
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin gelisimini engelledikleri diisiiniilen EPC’lerin
say1 ve fonksiyonlarinda meydana gelen bozulmanin uzun vadeli etkisinin nasil

olacag1 heniiz bilinmemektedir.
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2.10 EPC ve HMG-CoA Rediiktaz inhibitorleri:

Statinler olarak bilinen HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olan ilaglar kolesterol
sentezinin hiz kisitlayic1 basamagimni inhibe ederek kolesterol olusumunu engellerler
ve hiperlipidemi tedavisinde kullanilirlar. Koroner arter hastaligi olan kisilerde,
statin kullanimi, 6lim ve iskemik kardiyovaskiiler hastalik gelisim sikligini uzun
donemde azaltmaktadir. Statin kullanimi esas olarak mevcut aterosklerotik plak
stabilizasyonu yaparak ve yeni aterosklerotik plak olusumunu engelleyerek etki
gosterir. Ancak bu etkisinin diginda, vaskiiler inflamasyonun azaltilmasi, trombosit
agregasyonunun ve trombus olusumunun engellenmesi ve endotel nitrik oksid
iretimini arttirmas1  gibi farkli mekanizmalar {izerinden de etkili oldugu
gosterilmistir. Son yapilan caligmalarda ise, kolesterol diizeyi normal olan bireylerde
iskemik dokuda neovaskiilarizasyonu arttirdigi ve bu olumlu etkilerinin endotel
hiicre fonksiyonlarini1 diizeltmeleri, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu
engelleyerek neointima olusumunu engellemeleri ile iliskili oldugunu gosterilmistir

(87,88).

Son yillarda statinlerin iskemik doku modellerinde, endotel hiicrelerinde mitojenik
etki gosteren pek ¢ok sitokin ve adhezyon molekiiliine benzer sekilde angiogenezisi
ve neovaskiilarizasyonu arttirdigi gosterilmistir (89). Statinlerin endotel hiicre
hasarmni tamir ederek re-endotelizasyonu uyarmalarmin temel mekanizmasinin,
statinlerin EPC say1 ve fonksiyonlar1 tizerindeki olumlu etkilerinden kaynaklandigini

gosteren ¢aligmalar giderek artan sayida yayinlanmaktadir (89,90).

Yapilan ¢aligmalarda statinlerin, EPC modiilasyonunda rol alan sitokinler gibi etki
ettikleri gosterilmistir. Angiogenik biliylime faktorlerinin prototipi olan vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) , diferansiye olmus endotel hiicreleri iizerine
mitojenik etki gostererek neovaskiilarizasyonu uyarmaktadir. Son yapilan
calismalarda VEGF in ayrica, kemik iliginden EPC mobilizasyonunu uyarmada
etkili oldugunu gosterilmistir. VEGF in EPC mobilizasyonunda kullandig1 sinyal
iletim yolunun statinler tarafindan da aktive edildigi yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir.  VEGF uyarisiyla aktive olan ve Protein kinaz B olarak da bilinen
serin-treonin protein kinaz Akt, ilk olarak normal hiicrelere transforme olabilen bir
onkogen olarak tanimlanmigtir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise, bliylime faktorii

yoklugunda hiicre Oliimiinii engelleyen anti-apoptotik bir protein oldugu
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gosterilmistir. Yakin zamanda ise, kardiyovaskiiler olaylarda sitoprotektif etkileri
oldugu one siiriilmistiir. Bu etkilerinin yanisira, VEGF uyarisina cevap olarak,
endotel hiicrelerinde NO iiretimini arttirdiklart ve endotel progenitdr hiicre
mobilizasyonunu ve migrasyonunu uyardiklar1 gosterilmistir. Kureishi ve
arkadaglarin1 yaptig1 bir ¢caliymada, simvastatinin Akt sinyal yolunu hizlica aktive
ettigi, NO {iiretimini arttirdigi, apoptosisi inhibe ettigi gosterilmistir. Llevadot ve
arkadaslarinin yaptig1 bir baska calismada ise, simvastatinin Akt sinyal yolunu
kullanarak EPC proliferasyonu ve migrasyonunu uyardigi gosterilmistir. Statinlerin
ayrica EPC lerin hasarli endotel bolgesine yerlesmesinde 6nemli rolii olan adhezyon
molekiillerine ait EPC iizerindeki integrin ve fibronektin reseptorlerinin
ekspresyonunu da arttirdiklart gosterilmistir (91). Biitiin bu ¢aligmalarin sonucuna
dayanarak, iskemik doku hasar1 tamiri ve neovaskiilarizasyonda terapotik amagh

statin kullanimia dair ¢aligmalar devam etmektedir.
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2.11 EPC ve Eritropoetin:

Eritropoetin (EPO) eritrosit diferasiasyonunu stimiile eden ve hipoksik uyari
varliginda esas olarak renal interstisyumda tiretilen bir sitokindir. Rekombinant insan
eritropoetini (thEPO) ,esas olarak kronik bdbrek yetersizliginde anemi tedavisi

amaciyla kullanilmaktadir.

Son yapilan ¢aligmalarda EPO’nun ayrica endotel hiicreleri iizerinde direkt biyolojik
etkileri oldugu gosterilmistir. Ayrica EPO ve VEGF, neovaskiilarizasyonda 6nemli
ortak aktivitelere sahiptirler. Bu sitokinlerin, matiir endotel hiicreleri ve EPC {izerine
etkili olduklar1 yapilan caligmalarda gdsterilmistir.  Matiir endotel hiicreleri
yiizeylerinde EPO reseptorleri tasirlar (92). EPO; reseptorlerine baglandiktan sonra
Janus kinaz (JAK) ve AKT sinyal iletim yollarin1 kullanarak endotel hiicrelerinde
anti-apopotik, promigratuar, proliferatif etkilere ve NO sentezinde artisa yol acar
(93,94). EPO ayrica; dolasimdaki kemik iligi kokenli EPC sayisini da arttirr (95).
Bu nedenle son yillarda neovaskiilarizasyonda EPO nun terapdtik kullanimma dair

calismalar devam etmektedir (figiir 7).
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Figiir 7: Eritropoetinin endotel hiicreleri {izerine etki mekanizmasi
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3. MATERYAL-METOD:

Bu calisma, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Arastirma Laboratuarmda
Ocak 2008 ve Subat 2008 tarihleri arasinda gergeklestirilmis, deneysel, prospektif,
randomize bir ¢aligma olup, ¢alisma protokolii Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

Deneysel Hayvan Arastirma Etik Kurulu tarafindan onaylanmaistir.
Etik kurul onay tarihi: 09.01.2008

Etik kurul onay numaras1:32.2007mar

3.1. Cahsmada kullanilan hayvanlar:

Calismada, Marmara Universitesi Hayvan Arastirma Laboratuarindan temin edilen
Wistar cinsi, ortalama agirliklar1 300-350 gram olan erkek sicanlar kullanilmagtir.

Laboratuar sigani ile ilgili genel bilgiler tablo 2’ de 6zetlenmistir.

Tablo 2: Laboratuar sicani ile ilgili genel bilgiler

Yasam siiresi:

Ortalama viicut agirhg:

Meme bezleri:
Gida alima:
Su alim:

idrar hacmi:

Ortalama solunum hiz:

Ortalama kalp hiz:

Ortalama kan basinci:

2,5-3,5yil
Erkek:450-520 gr.
Disi:250-300 gr.

6 ¢ift
5-6 gr/100 gr viicud agirligy/giin
10-12 ml/100 gr viicud agirhigy/giin
5,5 ml/100 gr.viicud agirhig1 /giin
92 /dk.(80-100)
350 /dk (260—450)
116 /90 mmHg
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3.2. Cahsma Gruplan:

Calismanin basinda bir hafta sodyumdan fakir diyetle beslenen 24 adet sican, bu
stirenin sonunda her grupta altisar adet olacak sekilde toplam dort gruba ayrilmistir.
Uygun 1s1 ve 15181n saglandigi kafeslerde altili gruplar halinde bulunan si¢anlarin
calisma siiresi boyunca suya erigimleri kisitlanmamistir. Calisma siiresi 35 giin

olarak belirlenmistir.

Grup 1: Kontrol grubu.

0,5 cc. serum fizyolojik (SF), intraperitoneal enjeksiyon + 0.5cc SF oral gavaj

Grup 2: Rapamisin grubu

Rapamisin 1 mgr/kg/giin oral gavaj

Grup 3: Rapamisint Statin grubu

Rapamisin 1 mgr/kg/giin oral gavaj + Statin 10 mgr/kg/giin oral gavaj

Grup 4: Rapamisin+Eritropoetin Grubu

Rapamisin 1mgr/kg/giin oral gavaj + Eritropoetin alfa 1000 Unite/kg/hafta

intraperitoneal enjeksiyon
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3.3.1laclarin hazirlanmasi ve uygulanmast:

Rapamisin (Sirolimus) :

Rapamisin 1 mgr. film tabletlerden giinliik toplam 10 tablet (10 mgr) , 10 cc. serum
fizyolojik ile sulandirilarak, 1 cc. soliisyon i¢inde 1 mgr. rapamisin dozu elde
edilmistir. Her uygulama oOncesinde hayvanlar tartilmigtir ve rapamisin dozu 1
mgr/kg olacak bicimde, hayvanlar islem Oncesinde eter anestezisi ile uyutulduktan

sonra pediatrik boy feeding tiip kullanilarak, orogastrik olarak ila¢ uygulanmistir.

Atorvastatin:

Lipitor 20 mgr .film tabletlerden giinliik toplam 3 tablet (60 mgr) , 6 cc. serum
fizyolojik ile sulandirilarak , 1 cc. soliisyon i¢inde 10 mgr. atorvastatin dozu elde
edilmistir. Her uygulama oncesinde hayvanlar tartilmistir ve statin dozu 10 mgr/kg
olacak bigimde, hayvanlar islem Oncesinde eter anestezisi ile uyutulduktan sonra

pediatrik boy feeding tiip kullanilarak, orogastrik olarak ila¢ uygulanmistir.

Eritropoetin alfa:

Eprex 2000 Unite 1 cc. lik flakon formu ( Santa-Farma ilag firmasi ), her uygulama
oncesinde hayvanlar tartilarak, eritropoetin dozu 1000 Unite/kg/hafta olacak sekilde
haftada 2 giin insiilin enjektorii ile, karin 6n yliziinden, intraperitoneal enjeksiyon

yoluyla uygulanmistir.

Calisma siiresi boyunca, su ve gida kisitlamas1 yapilmayan hayvanlarin ¢alisma
boyunca giinliik kilo takibi yapilarak, gelisebilecek yan etkiler agisindan yakindan
takip edilmiglerdir.
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3.4. Orneklerin toplanmasi:

Calisma sonunda tiim gruplardaki siganlar doku ve kan Orneklerinin
degerlendirilmesi amaciyla sakrifiye edilmislerdir. Sakrifikasyon i¢cin 50 mgr/ kg
dozunda ketamin anestezisi uygulanmistir. Anestezi islemi sonrasinda batin orta
hattan yapilan insizyonla karin bosluguna girilerek vena cava inferior’dan yaklasik 5
cc. kan 6rnegi EDTA ‘li ve kuru tiiplere alinmistir. Daha sonra bobrekler kiint
disseksiyon ile c¢ikarilmis ve %10 formol soliisyonuna konmustur. Son olarak

abdominal aorta klempleri a¢ilarak denekler sakrifiye edilmistir.

Kan &rnekleri alindiktan sonra en ge¢ 2 saat icinde MUTFH Hematoloji ve

Immiinoloji Laboratuarinda degerlendirmeye alinmustr.

3.5. Degerlendirilecek Parametreler:

a)Kilo: Caligmanin sonunda gruplar kilolar1 agisindan degerlendirilmistir.

b)Kan ornekleri: Alinan kan orneklerinden, hemogram ve flow-sitometrik olarak

matiir endotel hiicresi ve endotel progenitor hiicre sayimi yapilmistir.
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3.6.0rneklerin degerlendirilmesi:

a) Hemogram degerlendirilmesi

MUTFH Hematoloji Laboratuarinda, Beckmann- Coulter hemogram cihaz1
kullanilarak, EDTA ©1 tiiplere alman Orneklerin hemogram degerlendirmesi

yapilmistir.

b)  Flow-sitometrik olciimler:

Flow-sitometrik degerlendirme, siganlardan aliman taze kan oOrneklerinde (kan
alindiktan sonraki ilk bir saat icinde) yapilmistir. Matiir endotel hiicrelerinin tayini
icin CD 45 (FITC isaretli) , CD34 ( Phyco-erythrin PE-Cy7 isaretli) ve Flk—1
(sekonder antikorla isaretli-PE) anti-rat antikorlar1 kullanilmistir. Endotel progenitor
hiicre degerlendirmesi amactyla CD 133 (sekonder antikorla isaretli, FITC), CD 34 (
PE-Cy7 isaretli) anti-rat antikorlar1 kullanilmistir.

Her hayvan i¢in 2 adet EDTA 1 tiip kullanilmis olup, tiiplere 2cc. kan ornegi
konulmustur. Eritrositleri parcalamak icin, hipertonik eritrosit lizat1 kullanilmistir.
Yaklasik 4 cc. kan 6rnegi, 35 cc. eritrosit lizat1 ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra
800 rpm hizinda 10 dakika santrifiije edilmis, sonrasinda sedimentin iistiinde kalan
kisim dokiilerek pargalanan eritrositler ortamdan uzaklastirilmistir. PBS (phosphate-
buffer ) soliisyonu eklenerek 1500 rpm de 10 dakika ¢evrildikten sonra tekrar

sedimentin {istiinde kalan kisim dokiilerek, mononiikleer hiicreler elde edilmistir.
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Her 6rnek i¢in toplam 3 adet kuru tlip hazirlanmistir. Birinci tiipe 1mikrolitre Flk-1

( mouse monoklonal IgGl- Santa Cruz), 2. tiipe 1 mikrolitre CD 133 (goat
polyclonal anti-rat IgG- Santa Cruz) konulmustur. 3. tiip, kontrol tiipii olarak
kullanilmistir ve herhangi bir antikor konulmamistir. Her 3 tiipe, 100 mikrolitre
mononiikleer hiicre eklendikten sonra 30 dakika karanlikta bekletilmis ve PBS ile
1500 rpm de 10 dakika santriflij edilmistir. 1. tiipe 1 mikrolitre phycoerythrin( PE) (
goat anti-mouse IgG1- Santa-Cruz), 2. tlipe 1 mikrolitre FITC ( donkey anti-goat
IgG-FITC) eklenerek tekrar 30 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. PBS ile 1500
rpm de 10 dakika yikandiktan sonra 1. tiipe 1 mikrolitre CD 45 (FITC isaretli, Santa-
Cruz) ve CD34 (PE Cy7 isaretli, Santa —Cruz), 2. tlipe 1 mikrolitre CD 34 (PE Cy7
isaretli, Santa —Cruz) eklenmistir. 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 1500
rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen oOrnekler Immiinoloji
Laboratuarinda bulunan FACS (Flow-sitometrik analyser) cihazi kullanilarak flow
sitometrik olarak degerlendirilmistir. Flow- sitometrik degerlendirmede her 6rnek
icin yaklasik 500.000 hiicre sayilmis ve matiir endotel hiicresi ve EPC sayisi
kantitatif olarak degerlendirilmistir. . Bulunan degerler her 6rnek i¢in, kendi lokosit

sayisina gore oranlanarak mutlak rakamlar elde edilmistir.

3.7.istatistiksel Degerlendirme:

Tek Yonli ANOVA:

Nicel verilerin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Dort  bagimsiz  grup,
parametreler agisindan ortalama degerlerine gore karsilastirilmistir. Sonuglarda
p<0,05 olmast anlamli farklilik olarak degerlendirilmistir. Bu durumda non-
parametrik Mann-Whitney U testi kullanilarak, olusan farkin hangi gruplar arasinda

oldugu degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR:

Calismamizda, 35 giinliik tedavi sonrasinda, tiim gruplardaki hayvanlarin kilolar1 ve
kan 6rnekleri degerlendirilmistir. Alinan kan 6rneklerinde hemogram parametreleri
(hemoglobin degerleri ve 16kosit sayilari) ve flow-sitometrik yontemle matur endotel
hucreleri ve endotel progenitor hiicreleri degerlendirilmistir. Tiim tedavi tipleri,

hayvanlar tarafindan rahat tolere edilmistir.

Kilo degerlendirmesi:

Calisma basinda gruplarin ortalama viicut agirhiklar1 arasinda anlamli  fark
saptanmamustir. (Grup 1 326+16 gr., Grup 2 330+18 gr., Grup 3 322+16 gr., Grup 4
320 + 18). Calisma sonunda tiim gruplarin viicut agirliklarinin bazale gore arttigi
saptanmistir. Grup 2,3 ve 4’lin ¢alisma sonu viicut agirliklari, Grupl’ e gore daha
yiiksek bulunmakla beraber fark istatistiksel anlama ulagsmamistir ( sirasiyla 390+15,

39614, 38116 vs 368+15, p>0,05) (grafik 1)

agirlik (gram)

Grafik 1: Calisma dncesi ve sonu vucut agirliklari

450 -

400 - Grup 1: Kontroll '
Grup 2: Rapamisin(R)

350 - Grup 3: R+Statin
Grup 4: R+Eritropoetin

300 -

250 +

200

1 2 3 4
Gruplar

32



D2- Hemoglobin degerlendirmesi:

Caligmanin sonunda hemoglobin(Hgb) degerleri acisindan gruplar karsilagtirilmigtir.
Grup 4’iin Hgb degerleri, Grup 1, 2 ve 3’e gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(swrastyla 18,2+1,63 gr/dl, 14,1+2,14 gr/dl, 15,1+0,64 gr/dl, 14,8+1,37 gr/dl, p<0,05
). Diger gruplar arasinda Hgb degerleri acisindan anlamli fark saptanmamigtir
(Grafik 2).

Hemoglobin (gr/dl)

Grafik2: Gruplarin galigsma sonunda ortalama Hemoglobin
degerleri
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Lokosit sayillarinin degerlendirilmesi

Calismanin sonunda Lokosit degerleri agisindan gruplar karsilastirilmistir. Grup 4’iin
16kosit sayisi, Grup 1, 2 ve 3’e gore daha yiiksek saptanmis ancak istatistiksel

anlama ulagamamustir. Gruplarin 16kosit degerleri Grafik 3’de gosterilmistir.

Lokosit sayisi(hiicre/m

Grafik 3: Galisma sonunda gruplarin I6kosit sayilar
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Matiir endotel hiicre sayllarinin degerlendirilmesi

Calismanm sonunda CD 45" CD34" ve Flk—1" matiir endotel hiicre sayilar1 agisindan
gruplar degerlendirilmistir. . Matiir endotel hiicre sayisi ortalama + standart
ortalama hata (+SEM) olarak gdosterilmistir. Grup 2’nin matiir endotel hiicre sayisi,
Grup 1’e gore anlamli derecede yiiksek olarak saptandi (sirasiyla 171,42+5,67 vs
151,04+11,44, p<0,05). Grup 3’iin matiir endotel hiicre sayisi, Grup 1, 2 ve 4 * gore
anlamli olarak diisiik olarak saptandi ( swasiyla 50,59+9,06 vs 151,04+11,44,
171,42+5,67 ve 94,36+4,66 p<0.001). Grup 4 matiir endotel hiicre sayisi, Grup 1 ve
2 ‘ye gore anlamli olarak diisiikk saptandi ( 94,36+4,66 vs 151,04+11,44,
171,42+5,67, p<0.001). Grup 4 endotel progenitdr hiicre sayisi, Grup 3’e gore
anlamli olarak yiiksek saptandi (94,36+4,66 vs 50,59+9,06, p<0.001 ). (Grafik 4)

Matiir endotel hiicre sayisi (hiicre/ mm3)

Grafik 4:Gruplarin ¢alisma sonunda matiir endotel
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Endotel progenitor hiicre sayillarinin degerlendirilmesi

Caligsmanin sonunda CD34" ve CD 133" endotel progenitor hucre (EPC) sayilar:
acisindan gruplar degerlendirilmistir. EPC sayis1 ortalama + standart ortalama hata
(+SEM) olarak gosterilmistir. Grup 2’nin EPC sayisi, Grup 1’e goére anlamli
derecede yliksek olarak saptand1 (sirasiyla 103+6,85 vs 75+4,11, p<0,05). Grup 3 ve
4’iin EPC sayisi, Grup 1 gore anlamli olarak yuksek saptandi ( swrastyla 127+8,64,
11948,4 vs 75+4,11, p<0.05). Grup 3 ve 4 ’lin EPC sayilari, Grup 2’ye gore artmis
olarak saptandi ancak fark istatistiksel anlama ulagamadi ( swrasiyla 127+8,64,
119+8,4 vs 103+6,85, p>0.05). EPC sayilarinda Grup 3 ve 4 arasinda anlamli fark
gorlilmedi (Grafik 5)

Endotel progenitor hiicre sayilari
(hiicre/mm3)

Grafik 5:Gruplarin Endotel Progenitor Hiicre Sayilar
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S5.TARTISMA:

Calismamizda, rapamisin ile mTOR inhibisyonu yapilan sican modeli kullanilarak,
statin ve eritropoetin tedavisinin matiir endotel hiicreleri ve endotel progenitdr
hiicreleri iizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Caligmamizin sonunda, rapamisin
uygulamasi literatiirden farkli olarak endotel progenitor hiicre sayisinda belirgin bir
azalmaya sebep olmamistir. Rapamisin ile beraber statin veya eritropoetin
uygulamasi sonucunda ise tek basmna rapamisin uygulanan gruba gore endotel
progenitor hiicre sayilarinda artis gézlenmistir. Calismamizin énemli sonuglarindan
birisi de rapamisin tedavisiyle, endotel hasarmnin bir gostergesi olan matiir endotel
hiicre sayisinda artis saptanmasidir. Rapamisin ile beraber statin veya eritropoetin
uygulamasi sonucunda ise, dolasimda bulunan matiir endotel hiicre sayisinda
belirgin azalma saglanmistir. Calismamizda elde edilen veriler, immiinsiipresif
tedavide kullanilan rapamisinin, endotel hasarina yol acarak uzun vadede
kardiyovaskiiler = hastaliklara zemin hazirlayabilecegini  diisiindiirmektedir.
Calismamizin sonucunda endotel hasarmi azaltan ve endotel progenitor hiicre
sayisinda artiga yol agan statin ve eritropoetin ise uzun vadede kardiyovaskiiler

sistem hastaliklarinin azaltilmasinda etkili olabilir.

Calismamizda, sicanlara 35 gilin boyunca 1 mg/kg/giin dozunda rapamisin tedavisi
uygulanmistir. Rapamisin, klinikte lenfositlerin proliferasyonunu inhibe ederek etki
gosteren antiproliferatif bir imminslipresandir. Ancak rapamisinin farkl
mekanizmalar kullanarak, degisik hiicreler iizerine sitotoksik etkilerinin de oldugu
gosterilmistir  (96).Onceki yapilan calismalarin sonuglarina gdre rapamisin,
apoptozisi ve proapoptotik sinyalleri indiikleyerek, caspase aktivasyonuna yol
acarak, ribozomal sinyal yollarin1 inhibe ederek endotel progenitor hiicre say1 ve
fonksiyonlarimi azaltmaktadir (97-101). Butzal ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada, lokoferez ile elde edilen CD133+ hiicrelerin ortamina rapamisin
konulmasiyla endotel progenitdr hiicre sayisinda belirgin azalma saptanmistir ( 102).
Miriuka ve arkadaslarmin yapmis oldugu bir baska calismada ise farkl
immiinstipresif ilaglarin endotel progenitdr hiicreleri iizerine olan etkileri
degerlendirilmis ve rapamisinin klinikte kullanilan dozlarindan ¢ok daha diisiik

dozlarinda dahi EPC sayisinda anlaml1 azalmaya
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yol actig1 gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada rapamisinin bu etkisinin, EPC ler iizerine
etkili olan bazi biliylime faktorlerinin sinyal yollarmin bloke etmesi sonucu ortaya
cikt1g1 One siiriilmiistiir (77). Ayrica rapamisinin 6zellikle erken donem EPC {izerine
toksik etkili oldugu ve periferik kan hiicre kiiltiiriinden elde edilen matiir endotel
hiicreleri ve makrofajlar {izerine ayni toksik etkiyi gostermedigi diistintilmiistiir (77) .
Bizim caligmamizin sonuglarina gore, 35 giinliik rapamisin uygulamasi sonucunda
literatiirden farkli olarak periferik kan matiir endotel hiicre sayisinda, kontrol
grubuna oranla belirgin artis oldugu saptanmistir. Bilindigi gibi normal sartlarda,
periferik kanda damar duvar1 kaynakli endotel hiicre sayis1 olduke¢a diisiiktiir ( 1-3
hiicre/ ml). Halbuki vaskiiler endotelde meydana gelen akut stres hasarma bagl
olarak endotel hiicre apoptosisi meydana gelir ve dolagan endotel hiicre sayisinda
artig goriiliir. Daha once yapilan ¢aligmalarda, in vitro ortamda rapamisin etkisi
degerlendirildigi icin klinikte kullanilan dozlardan c¢ok daha diisiik dozlar
kullanilmistir. Caligmamizda, rapamisin uygulanan hayvanlarin ila¢ kan diizeyi
bakilmamistir ancak, 35 giin boyunca sistemik olarak yiliksek doz rapamisin tedavisi
uygulanmistir. Bu nedenle rapamisinin yiiksek doz uygulanmasmin muhtemelen
vaskiiler endotelde hasara sebep olarak, matiir endotel hiicre sayisinda artisa neden

oldugu diistintilmiistiir.

Calismamizda ayrica literatlirden farkli olarak rapamisin uygulanan grupta endotel
progenitdr hiicre sayisinda, kontrol grubuna goére artis saptanmistir. Rapamisin,
yukarida belirtildigi gibi farkli mekanizmalar1 kullanarak 6zellikle EPC {izerinde
sitotoksik etki yaratmaktadir. Ancak yapilan ¢aligmalarda rapamisinin sadece EPC
sayisina degil, fonksiyonlar1 iizerine de etkili oldugu gosterilmistir. Caligmamizda
yiiksek doz rapamisin uygulamasinin endotel hasarina yol actig1 ve bunun da kemik
iliginden EPC mobilizasyonuna neden oldugu diisliniilmiistiir. Ancak kiiltiir
ortaminda mevcut EPC lerin fonksiyonlar1 ¢alismamizda degerlendirilmediginden,
hasara yanit olarak artmis oldugu disiiniilen EPC fonksiyonlar1 hakkinda bilgi

bulunmamaktadir.

38



Bilindigi gibi matiir endotel hiicreleri ileri derecede diferansiye olmus ve diisiik
proliferatif kapasiteye sahip hiicrelerdir. Vaskiiler hasar varliginda, matiir endotel
hiicresine donlisme kapasitesine sahip, kemik iligi kokenli ve embryonal
angioblastlara benzer Ozellikler tasiyan endotel progenitér hiicreler devreye
girmektedir. Bu hiicrelerin kemik iliginden mobilizasyonu, farkli biiyiime
hormonlari, yiizey reseptorleri ve farkli ligandlar tarafindan diizenlenmektedir.
(7,44). Son yillarda yapilan c¢alismalarda 6zellikle farkli tedavi modalitelerinin in
vivo olarak EPC sayilarini arttirdiklar: gosterilmistir. Bunlar arasinda HMG-CoA
rediiktaz inhibitorleri, G-CSF -VEGF gibi biliylime faktorleri, eritropoetin ve dstrojen
yer almaktadir (32,90,103,7,58,104). Calismamizda rapamisin tedavisi ile beraber

statin veya eritropetin kullanimmin EPC uzerine olan etkileri de degerlendirilmistir.

Rapamisinle beraber eritropoetin alan grubun hemoglobin degerleri diger gruplara
gore anlamli olarak yiiksek saptandi. Eritropoetin tedavisi ayrica 16kosit sayilarinda
da yiikselmeye sebep oldu ancak, bu fark gruplar arasi istatistiksel anlamli farka
ulagsmadi. Bu etki muhtemelen eritropoetinin eritroid seri diginda myeloid seri

izerine de olan etkisiyle a¢iklandu.

Calismamizda eritropoetin alfa 1000Unite/kg/hafta dozunda, hafta i¢inde iki doza
boliinmiis olarak uygulandi. Rapamisin ile beraber eritropoetin alfa tedavisi alan
grupta, matiir endotel hiicre sayisinin, kontrol grubuna ve tekli rapamisin tedavisi
alan gruba gore belirgin olarak azaldigi saptandi. Bu sonug, yliksek doz rapamisin
uygulamasi sonucunda ortaya c¢ikan vaskiiler endotel hiicre hasarmin eritropoetin

tedavisi ile azalabilecegini destekler niteliktedir.

Eritropetin kronik bobrek yetersizligine bagli anemisi olan kisilerde anemi
tedavisinde kullanilmaktadir. Son yillarda eritropoetinin yararli etkilerinin,
eritropoezin uyarilmasi diginda farkli mekanizmalarla 6ldiigii diistiniilmistiir. 2002
yilinda Chong ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada eritropoetin tedavisinin
vaskuler endoteli iskemik hasardan korudugu gosterilmistir (105). Yakin zamanda

yapilan farkli caligmalarda ise, degisik vaskiiler hastalikk modellerinde eritropoetin
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tedavisi uygulanmig ve endotel hiicreleri {iizerine koruyucu etkileri oldugu

gosterilmistir (106—108).

Chong ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢calismada eritropoetinin endotel hiicre
icine antiapoptotik sinyaller géndererek hiicre apoptozisini engelledigi gdsterilmistir
(105). Ayrica yapilan ¢alismalarda eritropoetin ve eritropoetin reseptoriiniin diiz kas
hiicreleri ve vaskuler endotel gibi farkli dokularda da eksprese oldugu gosterilmistir
(109). Bu nedenle 6zellikle vaskiiler sistemin eritropoetinin biyolojik etkilerinden
onemli derecede etkilendigi diisiiniilmiistiir. Ozellikle hipoksi varliginda,
transkripsiyon faktorii ve hipoksi-inducable faktdr 1 aktivasyonu meydana gelir ve
sonu¢ olarak hipoksi varliginda eritropoetin iiretiminde artis olur. Bizim
calismamizda da literatiirle uyumlu olarak, yliksek doz rapamisin uygulamas1 sonrasi
muhtemel olugmus endotel hasari, rapamisinin eritropoetin ile beraber uygulanmasi

durumunda belirgin olarak azalmistir.

Eritropoetin ile ilgili devam eden caligmalarda, endotel iizerine olan koruyucu
etkisinin mekanizmalar1 arastirilmis ve endotel hiicreleri apoptozisini Onlemesi
diginda endotel progenitor hiicre say1 ve fonksiyonlarini diizelttigi farkli calismalarda
gosterilmistir. Ferdinand ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada kronik bobrek
yetersizligine bagli anemisi olan hasta grubuna rhEPO tedavisi uygulanmis ve in
vitro ortamda aktif EPC sayis1 degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak eritropoetin
tedavisinin fonksiyonel aktif EPC sayisim arttirdigi gosterilmistir (110).Ayni
caligmada eritropoetinin EPC lerde Akt protein kinaz yolu aktivasyonu yaparak etkili
oldugu gosterilmistir. Bu calismada eritropoetinin klinikte kullanilan dozlarda EPC
tizerine etkili oldugu gosterilmistir. Ayn1 grubun yapmis oldugu farkli bir ¢aligmada
da darbepoetin kullanilmis ve hem EPC proliferasyonunda hem de
diferansiasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (111). Urao ve arkadaslarinin yapmis
oldugu ¢aligmada ise femoral arter hasar1 yapilmig hayvan modelinde 3 giinliik EPO
uygulamasi sonrasinda, damar reendotelizasyonun arttig1 ve dolasan EPC sayisinda
artis oldugu gosterilmistir (112). Calismamizda rapamisin alan grupta literatiirde
beklendigi gibi EPC sayisinda azalma saptanmamustir, ancak eritropetinin beraber
uygulanmas1 sonucunda tekli rapamisin alan gruba oranla EPC sayis1 daha yiiksek
saptanmig ancak beklenen anlamli yilikselme elde edilememistir. Bu durum birden

farkli mekanizmayla agiklanabilir. Rapamisin muhtemelen ciddi endotel hasari
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yaparak eritropoetinin etkisini baskilamig olabilir. Bununla beraber kullandigimiz
eritropoetin dozu, rapamisinin etkilerini diizeltmek icin yetersiz kalmis olabilir, daha
yilksek doz eritropoetinle EPC sayisinda beklenen artis belki saptanabilirdi.
Calismamizin eksik tarafi, hiicre kiiltiirii yapilarak EPC fonksiyonlarinda
degerlendirmenin yapilmamis olmasidir. Ciinkii biliyoruz ki, EPC iizerine etkili
oldugu diisiiniilen ajanlar, sadece sayisal degil fonksiyonel diizelmeye de neden
olmaktadir. Fonksiyonel diizelmenin tespiti ise ancak hiicre kiiltiirti ile miimkiindiir.
Bu nedenle eritropoetinin muhtemelen EPC fonksiyonlarinda diizelmeye yol agmis

olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Calismamizin bir diger grubunda ise, vaskiiler koruyucu 6zellikleri son yillarda 6ne
cikan HMG-CoA rediiktaz inhibitorlerinin (statin) etkileri degerlendirilmistir. Bu
grubun c¢aligma sonunda hemoglobin ve 16kosit sayilar1 kontrol grubuna benzer
olarak bulunmustur. Statin hemogram parametreleri iizerine herhangi bir etki
gdstermemistir. Rapamisin ile beraber statin uygulanan grubun periferik kan matiir
endotel hiicre sayisi, kontrol grubuna ve tekli rapamisin alan gruba gdre anlamli
olarak azalmistir. Caligmanin sonucuna gore rapamisinle beraber statin uygulamasi,
rapamisinin matiir endotel hiicreleri {izerine olan etkisini azaltmaktadir. Bununla
beraber, statin uygulamasi sonucunda, dolasan endotel progenitdr hiicre sayisinda
kontrol grubuna oranla belirgin artis saptanmistir. Rapamisinle beraber statin
uygulanan grubun EPC sayilari, tekli rapamisin ve rapamisinle beraber eritropoetin
tedavisi alan gruba gore de yliksek saptanmistir. Bu fark gruplar arasi anlamli
farklilifa yol agmamis olmakla beraber, oOrnek sayisinin yetersizligi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yakin zamanda in vivo ve in vitro ortamda yapilan
bir¢ok calismada statinlerin kolesterol diisiiriicii etkilerinden bagimsiz olarak endotel
fonksiyonunda iyilesmeye sebep olduklar1 gosterilmistir (88,113) . Ayrica bazi in
vivo caligmalarda statinlerin, endotel hiicre mitojenleri gibi, angiogenezisi stimiile
ettikleri gdsterilmistir (48,89) (3—11,12). Statinlerin vaskiiler endotel {izerine olan
koruyucu etkilerinin, EPC sayilar1 iizerine olan etkilerinden kaynaklandigini
diisiindiiren caligmalar giderek artmaktadir. Llevadot ve arkadaslarmin yaptigi
caligmada kemik iliginden EPC mobilizasyonun ve EPC yasam siiresinin simvastatin
tedavisiyle belirgin artis gosterdigi saptanmistir (90). Dimmeler ve arkadaglarinin

yaptig1 farkli bir ¢aligmada ise statinlerin Akt (P13k/Akt) sinyal yolunu aktive
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ederek EPC diferansiasyonunu ve sayisini arttirdiklar1 gosterilmistir. Ayni ¢aligmada
farmakolojik P13K blokerlerinin kullanilmasi, EPC diferansiasyonu ve sayisinin
azalmasina sebep olmustur (4). Biitiin bu ¢aligmalarin sonucunda statinlerin vaskiiler
endotel hasarmi diizeltmede etkili ajanlar olduklar1 ve reendotelizasyonda rol
aldiklar1 6ne siiriilmiistiir. Calismamizin sonuglart literatiirle uyumlu olup, statin

tedavisiyle EPC sayilarinda artig saptanmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda immiinsiipresif tedavide kullanilan rapamisinin endotel
lizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Yapilan g¢aligmalarda oOzellikle endotel
progenitdr hiicre sayist ve fonksiyonlar: iizerine etkileri 6n planda tutulmasina
karsilik, ¢aliymamizda rapamisin uygulamasi sonucunda dolagsan matiir endotel hiicre
sayisinda onemli bir artig saptanmistir. Bu nedenle daha uzun donemli ve EPC
fonksiyonlarinin degerlendirildigi ¢aliymalar gereklidir. Statin veya eritropoetin
uygulamasi ise, endotel hasarini anlamli derecede azaltmis ancak endotel progenitor
hiicre sayisini istenilen diizeyde arttrramamustir. Rapamisinin uzun dénem kullanimi
endotel fonksiyonlarin etkileyerek, transplant sonrasinda hasta kaybinm en énemli
nedeni olan kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine zemin hazirlayabilir. Bu
nedenle, vaskiiler koruyucu etkiye sahip ilaclarla beraber kullanimlar1 uzun vadede

koruyucu olup, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin gelisimini engelleyebilecektir.
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6.0ZET

Son donem bobrek yetmezliginde giiniimiizde en segkin tedavi yontemi bobrek
nakli olup hasta ve graft survileri 5 yillik takiplerde %80-85 arasindadir. Bobrek
nakli sonrasinda goriilen graft kaybmnin en 6nemli sebebi calisan graft ile hasta
oliimiidiir. Bu 6liimlerin en fazla sebebi ise kardiyovaskiiler hastaliklardir. Bobrek
nakli hastalarinda graft fonksiyonu, kullanilan immiinsiipresif ilaglar, gegirilmis akut
rejeksiyon ataklar1 ve CMV enfeksiyonlari, klasik risk faktorleri disinda bu hasta

grubuna 0zgii kardiyovaskiiler risk faktorleridir.

Son yillarda KVS risk faktorleri varliginda gelisen endotel hasarmi tamir etme
yetenegi oldugu diisliniilen, endotel progenitér hiicre (EPC) adi verilen onciil
hiicreler tanimlanmistir. EPC ler endotel hasar1 oldugunda kemik iliginden mobilize
olarak, hasarli endotel bdlgesine ulagmakta ve neo-vaskiilarizasyon siirecini
baslatarak morfolojik ve fonksiyonel endotel biitiinliigiinii saglamaktadir. Bu EPC
ad1 verilen Onciil hiicrelerin kemik iliginden mobilizasyonu ve hasarli bdlgeye
yerlesmesine aracilik eden degisik sitokin, hormon ve sinyal iletim sistemleri oldugu

gosterilmistir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda immiinsiipresif tedavide kullanilan ve
antiproliferatif bir ajan olan rapamisin kullaniminin, endotel progenitdr hiicrelerinde
apoptozis yaparak, bu hiicrelerin say1 ve fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu

cesitli calismalarda gosterilmistir.

Bu calismada deneysel hayvan modelinde yiiksek doz Rapamisinin ve Rapamisin ile
beraber Eritropetin alfa ve Atorvastatin uygulamasinin endotel hasar1 ve EPC sayilar1
tizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Calisma sonunda Rapamisin kullanimi ile
belirgin endotel hasar1 olusmus ve hasara yanit olarak EPC sayilarinda artig
gdzlenmistir. Rapamisin ile beraber eritropetin ve statin uygulanan guplarda endotel
hasar1 gostergesi olan matiir endotel hiicre sayilarinda sadece rapamisin uygulanan
gruba gore anlamli diisiis saptanmistir. Bu bulgu, eritropetin ve statinin vaskiiler
koruyucu etkileriyle aciklanmistir. Bununla beraber statin ve eritropetin endotel

progenitor hiicre sayilarinda da artiga neden olmuslardir.
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Sonug olarak bobrek nakli sonrasinda hasta ve greft kaybinin en 6nemli sebebi
olmaya devam eden kardiyovaskiiler nedenli 6liimlerin azaltilmas1 i¢in klasik risk
faktorlerinin yanisira transplantasyona 6zgii risk faktorleri degerlendirilmelidir.
Ozellikle transplantasyon immiinsiipresyonunda kullanilan ilaglar, endotel hasarma
yol acarak kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde etkili olabilir. Uzun vadede bu
ilaclarla beraber vaskiiler koruyucu etkileri oldugu diisiiniilen ajanlarin birlikte

kullanimi, KVS hastaliklar1 gelisimine karsi koruyucu olabilir.
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7.SUMMARY

Renal transplantation is the treatment of choice in end stage renal disease due to
improved patient and graft survival exceeding 85% at 5 years by modern therapies.
The main reason for graft failure is death with a functioning graft commonly due to
cardiovascular deaths. Graft function, donor organ quality, recipient age, CMV
infection, acute rejection episodes, diabetes, hypertension, hyperlipidemia and
smoking have all been considered as major cardiovascular risk factors in this
population. Additionally; immunosupressive drugs which are used after
transplantation augment major cardiovascular risk factors as diabetes,

hyperlipidemia and hypertension.

In the last ten years, a unique subset of mostly bone marrow derived stemcell
population has been defined. These are endothelial progenitor cells (EPC) whose
main function is to repare the endothelial damage and induce neo-vascularisation in
ischemic tissues. There are many cytokines, hormones and signal transduction
systems which play a major role in mobilisation of EPC from bone marrow, homing

and incorporation into ischemic tissue and differantiate into mature endothelial cells.

Rapamycine is an antiproliferative agent wused after transplantation for
immunosuppression. Recently, some studies showed that rapamycine induces
endothelial progenitor cell apoptosis and cell death. The aim of this study is to
evaluate the effects of high dose rapamycine on mature endothelial cells and EPC
numbers in circulation in a rat model. In addition; we evaluate the effects of
erythropoetine-alpha and atorvastatin on mature endothelial cells and EPC
separetely in rats receiving rapamycine. At the end of the study, severe endothelial
damage was observed in rats receiving rapamycine and EPC counts were
significantly increased as response to the endothelial damage. Atorvastatin and
erythropetin-alpha treatment significantly reduced the number of mature endothelial

cells and increased the number of endothelial progenitor cells at the end of the study.
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In conclusion, death with a functioning graft mostly as a result of cardiovascular
diseases still remain to be the most important reason of unfavourable outcomes after
renal transplantation. In addition to the major cardiovascular risk factors,
immunosuppressive drugs used in transplantation may have effects on the
pathogenesis of cardiovascular diseases. Use of vasculoprotective agents after

transplantation may be effective for preventing cardiovascular diseses and mortality

in this unique population.
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