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1. GİRİŞ VE AMAÇ

Son dönem böbrek hastalığı tedavisinde günümüzde periton diyalizi, hemodiyaliz ve

böbrek nakli olmak üzere üç farklı tedavi yöntemi bulunmaktadır. Ancak bu

tedaviler arasında, hasta yaşam süresi ve yaşam kalitesini en olumlu yönde etkileyen

tedavi böbrek naklidir. Son yıllarda immünsüpresif tedavide sağlanan ilerlemeler,

greft yaşam süresini uzatmış ve klinisyenlerin dikkatini böbrek nakli hastalarının

diğer sağlık problemlerine yönlendirmiştir. Bilindiği gibi, böbrek nakli hastalarında,

çalışan renal allogreftle ölüm nedenleri arasında kardiyovasküler hastalıklar birinci

sırada yer almaktadır. Bu nedenle böbrek nakli hastalarında kardiyovasküler

hastalıkların önlenmesi ve tedavisi son derecede önemlidir (1).

Son yıllarda kardiyovasküler hastalık risk faktörlerinin endotel hücre hasarı ve

endotel fonksiyon bozukluğuna neden olarak aterogenezi hızlandırdığı gösterilmiştir

(2). Kemik iliğinden köken alan ve endotel progenitör hücresi olarak adlandırılan

hücrelerin endotel tamirinden sorumlu olduğu ve bu hücrelerin sayısında ve

fonksiyonlarında meydana gelen azalmanın kardiyovasküler hastalıkların

progresyonunda önemli rolü olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (2). Bu

nedenle son yıllarda sistemik endotel progenitör hücre düzeylerinin potansiyel

farmakolojik modülasyonu gündeme gelmiştir. Bu konuda yapılan çalışmalarda

özellikle HMG CoA redüktaz inhibitörleri (3,4), eritropoetin (5,6), granülosit koloni

uyarıcı faktör (G-CSF) (7)ve östrojenin (8,9)  endotel progenitör hücrelerini uyardığı

gösterilmiştir.

Solid organ transplantasyonları sonrasında rejeksiyonun önlenmesi amacıyla güçlü

immünsüpresif ilaçlar kullanılmaktadır. Bu ilaçların, bazı önemli yan etkileri

bulunmakta ve bunlar arasında endotel hasarı da yer almaktadır. Literatürde

kalsinörin inhibitörü olan takrolimus ve siklosporin A ile mTOR inhibitörü olan

rapamisin ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır (1). Bu çalışmalarda özellikle mTOR

inhibisyonunun, endotel progenitör hücrelerinde apoptozis ve hücre ölümüne yol

açtığı gösterilmiştir. Ancak kalsinörin inhibitörleri ile ilgili aynı etki

gözlenmemiştir(1).
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Çalışmamızın amacı, mTOR inhibisyonu (rapamisin) ile immunsupresyon yapilan

deneysel hayvan modelinde rapamisinle beraber statin ve eritropoetin alfa

kullanımının EPC sayısı üzerine olan etkisinin değerlendirilmesidir.



2. GENEL BİLGİLER

Böbrek nakli, tüm renal replasman tedavileri arasında, hasta yaşam süresi ve yaşam

kalitesini en olumlu yönde etkileyen tedavi yöntemidir. Tüm dünyada günümüze

kadar yaklaşık 500000 böbrek nakli gerçekleştirilmiştir ve bu sayının 200000 den

fazlası A.B.D ’e aittir (10) Solid organ nakillerinde son yıllarda özellikle

immünsüpresif tedavide ki gelişmeler sayesinde greft ömründe belirgin artış

sağlanmıştır. 2000 yılı UNOS ( United Network for Organ Sharing) verilerine göre

kadavradan yapılan böbrek nakillerinde 1 ve 5 yıllık greft ömrü sırasıyla %89,4 ve

%64,7 iken, canlı vericiden yapılan nakillerde %94,5 ve %78,4 olarak saptanmıştır.

Hasta yaşam süresine bakıldığında ise, kadavradan yapılan nakillerde 1 ve 5 yıllık

sonuçlar sırasıyla %95 ve % 82 iken canlı vericiden yapılan nakillerde %98 ve %91

olarak saptanmıştır (şekil 1)(11). UNOS verilerinden elde edilen ileri analizlerde ise

canlı vericilerden yapılan böbrek nakillerinde greft yarı ömrünün 1988 ve 1996

yılları arasında 12,7 yıldan 21,6 yıla, kadavra nakillerinde ise 7,9 yıldan 13,8 yıla

çıktığı gösterilmiştir.

Greft kaybı, geç ve erken dönem kayıplar olarak iki dönemde değerlendirilir. İlk 12

aydaki kayıplar erken dönem greft kaybı olarak adlandırılır ve genellikle greft

trombozu gibi teknik komplikasyonlar,  hiperakut ve akut rejeksiyon, primer

fonksiyon görmeyen böbrek veya çalışan greftle hasta ölümü önde gelen nedenler

arasında yer almaktadır. Posttransplant erken dönemde görülen hasta ölümü

nedenleri arasında kardiyovasküler hastalıklar ve enfeksiyon yer almaktadır(Şekil 2).

İlk 12 aydan sonra görülen kayıplar ise geç dönem greft kaybı olarak adlandırılır ve

kronik allograft nefropatisi, çalışan greftle hasta ölümü esas sebepleri oluşturur. Geç

dönem akut rejeksiyon ve tekrarlayan primer hastalık bu dönemdeki greft

kayıplarının daha nadir görülen nedenleri arasındadır. (Şekil 2). Posttransplant geç

dönemde ki hasta ölümü nedenlerinde ise birinci sırayı  kardiyovasküler hastalıklar

alırken, enfeksiyon ve maligniteye bağlı ölümler  ikinci sırada yer almaktadır (12).
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Şekil 1: Transplantasyon sonrası hasta survisi ve renal survi oranları
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 Şekil 2: Transplantasyon sonrası erken ve geç dönem greft kaybı sebepleri

 HA: Hiperakut rejeksiyon,AR:Akut rejeksiyon, PNF: Primer nonfonksiyone,

T:Tromboz ,CAN: Kronik allograft nefropati, RD: Rekürren hastalık
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2.1 Transplantasyon ve Kardiyovasküler Sistem (KVS )Hastalıkları:

Renal allograft alıcılarında mortalitenin en önemli sebepleri arasında

kardiyovasküler hastalıklar yer almaktadır. Transplantasyon sonrasında ki 10 yıl

içinde, çalışan greftle ölen hasta grubunda kardiyovasküler hastalığa bağlı ölüm

oranı %36 olarak saptanırken, posttransplant 15 yıllık izlemde %23 hastada koroner

arter hastalığı , %15 hastada serebrovasküler hastalık, %15 hastada ise periferik arter

hastalığı gelişimi gözlenmektir (12)

Transplantasyon sonrasında KVS hastalık risk faktörleri arasında, hipertansiyon,

hiperlipidemi, hiperglisemi, ileri yaş, sigara, proteinüri ve renal yetersizlik gibi

normal popülasyonda önde gelen sebepler yer almaktadır.

2.2 KVS hastalıklarının etyopatogenezi

 Aterosklerotik damar hastalıkları, tüm dünyada en önde gelen ölüm sebepleri

arasında yer almaktadır. Aterosklerozun klinik bulguları arasında myokard

infarktüsü, kalp yetersizliği, inme ve periferik arter hastalığı yer almaktadır ve

genellikle geri dönüşümsüz organ hasarı ile sonuçlanmaktadır. Yakın zamanda

yayımlanan rehberlerde, aterosklerotik hastalıkların önlenmesinde yaşam tarzı

değişikliği, risk faktörlerinin azaltılması ve serbest oksijen radikalleri ile endotel

hücre hasarı gibi etkilerin azaltılmasının önemi vurgulanmıştır. Risk faktörleri ve

ateroskleroz arasında ki ilişki iyi bilinmesine rağmen yaşam tarzı değişikliği ve risk

faktörü azaltılmasına yönelik tedavilerde hasta uyumu oldukça düşük bulunmuştur.

Bu nedenle özellikle kardiyovasküler hastalık sıklığını azaltmaya yönelik yeni tedavi

seçenekleri araştırılmaktadır.
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        Günümüzde yapılan tüm çalışmalara rağmen aterosklerozun moleküler

mekanizması hala tam olarak aydınlatılamamıştır. Hasara karşı cevap hipotezine

göre, kardiyovasküler risk faktörleri endotel üzerine kimyasal veya mekanik hasar

yaparak makrofaj invazyonu ve lipid birikimine neden olmaktadır(13). Endotel

üzerine sürekli olarak devam eden hasar, endotel disfonksiyonuna neden olur (14).

Moleküler ve hücresel düzeyde endotel disfonksiyonu, azalmış NO seviyesi ve

endotel hücrelerinde ilerleyici kayıp ile karakterizedir (15,16).İnsanlarda,

kardiyovasküler risk faktörleri varlığında görülen artmış endotel hücre hasarı,

endotel hücre apoptozisine ve endotel bütünlüğünün bozulmasına yol açar.

        2.2.1  Endotel hücre apoptozisi

         Endotel hücre hasarı aterogenezde başlangıç basamağıdır. Endotel hücre

apoptozisi plazma membranında değişiklikler, hücre çekirdeğinin büzüşmesi, DNA

parçalanması ve küçük membran partiküllerinin salınımı ile ilişkilidir. Bu küçük

membran partiküllerine endotelyal mikropartiküller adı verilir (17).Endotelyal

mikropartikül düzeyleri in vivo olarak flow-sitometri ile tespit edilir ve ciddi endotel

hücre hasarının görüldüğü trombotik trombositopenik purpura, diyabet,

hipertansiyon, akut koroner sendrom ve myokard infarktüsü durumlarında artış

gösterir. (18–21). Koroner arter hastalığı olanlarda dolaşan endotelyal mikropartikül

düzeyleri, endotel disfonksiyonunun derecesi ile korelasyon göstermektedir (22)

(figür 1).
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2.2.2 Endotel Hücre Rejenerasyonu

Fizyolojik koşullar altında endotel hücre apoptozisi, endotel hücre döngüsünü

arttırarak hasarlı endotelin tamirine yol açar (Figür 2) . Daha önceleri endotel hücresi

tamir mekanizmalarının, komşu endotel hücresi tarafından düzenlendiği

düşünülmekteydi. Ancak son yıllarda yapılan çalışmalarda matür endotel

hücrelerinin rejenerasyon kapasitesinin düşük olduğu ve dolaşan endotel progenitör

hücrelerinin (EPC) rejenerasyonda önemli rolü olduğu gösterilmiştir.

Endotel progenitör hücrelerinin sistemik transfüzyonu veya intrinsik mobilizasyonu,

fokal endotel hasarı sonrasında endotel rejenerasyonuna neden olmaktadır (23,24).

Yapılmış olan insan çalışmalarında yüksek EPC düzeyleri azalmış kardiyovasküler

olay sıklığı ile ilişkili bulunmuştur ve bu sonuca dayanarak EPC lerin vasküler

koruyucu etkileri olduğu sonucuna varılmıştır (25,26). Koroner arter hastalığı risk

faktörleri, endotelyal hücre apoptozisine neden olarak sürekli devam eden endotel

hasarına neden olurler. EPC lerin bu endotel hasarını tamir ettikleri düşünülmektedir

(27) .

Diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara gibi risk faktörleri koroner arter

hastalığı olanlarda veya sağlıklı populasyonda EPC sayı ve fonksiyonlarında

azalmaya neden olmaktadır (28,29). Bununla beraber kardiyovasküler risk

azalmasına neden olan statin kullanımı ve egzersiz gibi faktörlerin EPC sayısında

artışa neden olarak endotel tamirini arttırdıkları gösterilmiştir (3,30,31,32) (Figür 3).
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Figür  2 Endotel hucre apoptosisi ve rejenerasyonu arasinda ki denge aterosklerozun

derecesini ve progresyonunu belrlemektedir.
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Figur  3 Vasküler koruyucu ajanlar EPC sayı ve fonksiyonunda artışa sebep olarak

ateroskleroz progresyonunu önlerler.  KVS risk faktörlerine bağlı olarak gelisen EPC sayı ve

fonksiyonunda azalma aterosklerotik hastalık gelişimi ile ilişkilidir.
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2.3 ENDOTEL PROGENITOR HUCRELER (EPC)

2.3.1  EPC TANIMI:

Mezodermal hücrelerin embriyonik gelişim sırasında angioblastlara ve endotel

hücrelerine diferansiye olduğu düşünülmekteydi. Ancak bu düşünce 1997 yılında

Asahara ve arkadaşlarının, erişkinlerden elde edilen purifiye CD 34 (+)

hematopoetik progenitör hücrelerin ex vivo ortamda endotelyal fenotipe diferansiye

olduğunu göstermesiyle değişmiştir. Endotel progenitör hücresi olarak adlandırılan

bu hücreler, endotel hücre işaretleri içerir ve iskemi alanında yeni damar oluşumunda

rol alırlar (33). Endotel progenitör hücreleri, CD 34 gibi hematopoetik kök hücre

işareti ile beraber VEGFR2 gibi endotel hücre işareti de içerirler. Ancak bunlar

dışında son zamanlarda, endotelyal hücre diferansiasyonu gösterdiği düşünülen

kemik iliği kökenli olan ve olmayan farklı hücre tipleri de tanımlanmıştır. Bunlar

arasında myeloid hücreler, mezenkimal kök hücreler, doku kaynaklı kök hücreler ve

damar duvarı kaynaklı endotel hücreler yer almaktadır(33).

CD 34 ekspresyonu sadece hematopoetik kök hücrelerde değil, daha az oranda

olmakla beraber matür endotel hücrelerinde de görülür. Yakın zamanda yapılan

çalışmalarda CD 133 hematopoetik kök hücre yüzey işaretinin immatür hücrelere

daha spesifik olduğu ve purifiye CD 133(+) hücrelerin in vitro ortamda endotel

hücrelerine diferansiye olduğu gösterilmiştir (34).AC 133 veya Prominin olarak da

adlandırılan CD133, biyolojik aktivitesi tam olarak bilinmeyen, matür hücrelerde ve

monositlerde eksprese edilmezken hematopoetik kök hücrelerde eksprese edilen bir

antijendir  (35). Bu nedenle CD133+ VEGFR2+  hücreler genellikle immatur hücre

grubunu yansıtırken CD34+ VEGFR2+ hücreler damar duvarında yerleşen daha

matür hücre grubunu göstermektedir. Günümüzde halen CD133 ün sadece bir yüzey

işaretimi yoksa neovaskularizasyon regülasyonunda fonksiyonel rolü olan bir antijen

mi olduğu bilinmemektir.
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Figür 4: Endotel progenitor hücrelerin kaynağı ve diferansiasyonu. Şekilde hem

hematopoetik kök hücre hem de nonhematopoetik hücrelerden EPC oluşumu şematik olarak

gösterilmektedir.
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2.3.2  EPC ve Neovaskülarizasyon

Ciddi iskemi sonrasında, neovaskülarizasyonda artış sağlanması ana tedavi hedefleri

arasındadır (36). Kemik iliği kökenli hücrelerin, endotelyal yüzey işareti eksprese

ederek iskemi alanına doğru hareket ettiklerinin gösterilmesi sonrasında, izole

hematopoetik kök hücre veya endotel progenitör hücrelerinin tedavi için kullanımları

gündeme gelmiştir.

Kemik iliğinden veya hücre dışında kültür yöntemiyle izole edilen farklı hücre

tiplerinin infüzyonu sonrasında iskemik dokuda yeni damar oluşumunun arttığı

çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir (37–39) (Figür 5). Myokard infarktüsü oluşturulan

hayvan modellerinde, ex vivo olarak çoğaltılan endotel progenitör hücrelerinin

enjeksiyonu sonrasında kan akımının arttığı, kardiyak fonksiyonun düzeldiği ve sol

ventrikül fibrozisinin azaldığı gösterilmiştir (37,38). Sonrasında yapılan diğer pilot

çalışmalarda da endotel progenitör hücrelerinin iskemik dokunun kanlanmasını

arttırdıkları gösterilmiştir (40,41). Bu çalışmalarda,  kullanılan EPC tipinden

bağımsız olarak, EPC nin fonksiyonel kapasitesinin neovaskülarizasyonda etkili

olduğu gösterilmiştir (figür 5) .
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 Figür 5: Vasküler biyolojide EPC lerin rolü.

               Endotel hasarı sonrasında EPC enjeksiyonu reendotelizasyon ve

               neovaskülarizasyonu arttırmaktadır.
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        2.3.3 EPC Mobilizasyonu

  Kemik iliği kaynaklı kök hücrelerinin mobilizasyonu, bölgesel mikroçevre

tarafından düzenlenmektedir. Sitokin salınımında meydana gelen artış, kök hücreler

ve stromal hücreler arasına olan ilişkiyi tetikleyerek transendotelyal migrasyon

vasıtasıyla kök hücrelerinin kemik iliğini terk etmesine yol açar. Elastaz, katepsin G,

matrix metalloproteinaz (MMP), gibi proteinazların aktivasyonu sonucunda stromal

hücreler hamatopoetik kök hücrelerin yüzeyinde bulunan integrin molekülü ile

etkileşime girer.

  Fizyolojik olarak iskeminin, EPC’lerin kemik iliğinden mobilizasyonunda en

önemli sinyal mekanizması olduğu düşünülmektedir. İskemi sonucunda VEGF veya

SDF–1 (42,43) düzeylerinde artış meydana geldiği ve dolaşıma salındığı bunun

sonucunda ise MMP–9 aktivasyonu ile progenitör hücrelerin kemik iliğinden

mobilize olduğu düşünülmektedir (7,44–46).

 Yakın zamanda endotel progenitör hücrelerinin kemik iliğinden mobilizasyonunda

etkili olan ek faktörler tanımlanmıştır. Örnek olarak, bir sitokin olan granülosit

koloni stimüle edici faktör (G-CSF) kullanımı dolaşan endotel progenitör hücre

düzeyinda artışa neden olmaktadır. Benzer bir sitokin olan granülosit-monosit koloni

stimüle edici faktör de (GM-CSF) aynı şekilde EPC sayısını arttırmaktadır (7).

Bunun dışında eritroid öncül hücrelerin çoğalma ve olgunlaşmasını uyaran

eritropetin kullanımının hem deneysel hayvan modellerinde hem de insan

çalışmalarında endotel progenitör hücre sayısında artışa neden olduğu gösterilmiştir

(5,6).
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            EPC farmakolojik modülasyonu ile ilgili ilk çalışmalar, HMG CoA redüktaz

inhibitörleri kullanılarak yapılmıştır. Statinlerin hem insan çalışmalarında hem de

hayvan modellerinde EPC sayı ve fonksiyonunda artışa neden oldukları

gösterilmiştir (3,4). Statinlerin, kemik iliğinde kök hücre sayısını arttırmak dışında,

EPC çoğalmasında ve mobilizasyonunda artışa neden olduğu düşünülmektedir.

Yakın zamanda yapılan çalışmalarda östrojenin EPC sayısında artışa neden olduğu

gösterilmiştir (8,9). Ayrıca egzersiz, hem insan çalışmalarında hem de hayvan

modellerinde artmış EPC düzeyleri ile ilişkili bulunmuştur (47).  Henüz moleküler

sinyal yolu net olarak tanımlanmamıştır. Ancak yapılan bazı çalışmalarda, ilk defa

statin kullanımıyla matür endotel hücrelerinde aktive olduğu gösterilen P13K/Akt

yolunun, statine bağlı artmış EPC sayısında önemli rolü olduğu öne sürülmüştür

(48.49.4). Benzer şekilde VEGF, EPO, östrojen ve egzersiz ile aynı yolun aktive

olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle EPC sayısı üzerine etkili faktörler, bazı ortak

sinyal yolları kullanmaktadır. Son çalışmalarda, NO sentetaz enziminin kemik

iliğinden progenitör hücre mobilizasyonunda oldukça önemli olduğu gösterilmiştir.

Bu nedenle, EPC mobilizasyonunu arttıran uyarıların, kemik iliği stromal

hücrelerinde P13K/Akt bağımlı NO-sentetaz aktivasyonu yaparak etki gösterdiği öne

sürülebilir. (figür 6)
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2.3.4. EPC  Doku  Yerleşimi ve  Diferansiyasyon Mekanizması

 Son yıllarda özellikle neovaskülarizasyon ile ilgili yoğun araştırmalara rağmen, EPC

lerin doku yerleşimi ve diferansasyon mekanizması tam olarak açıklanamamıştır.

Ancak kemik iliğinden köken alan EPC lerin doku yerleşimi ve diferansiyasyonunda

çok basamaklı bir süreç olduğu düşünülmektedir.

1-Adhezyon ve Transendotelyal Migrasyon

 EPC lerin iskemik dokuya yerleşmesinde ilk basamaktır. Öncelikle, iskemi ve

sitokinlere bağlı olarak aktive olan endotel üzerine progenitör hücre adhezyonu

gerçekleşir ve sonrasında EPC ler endotel hücre katmanlarını geçerek

transmigrasyona uğrar (50)  . Integrin molekülleri, hematopoetik kök hücrelerin ve

lökositlerin ekstraselüler matrix proteinlerine ve endotel hücrelerine adhezyonunda

etkilidirler (51,52). Hücre- hücre etkileşiminde b2- integrinler ve a4b1 integrin

sorumludur. b1 integrinler endotelyal hücreleri de içeren farklı hücre tiplerinde

eksprese edilirken b2- integrinler özellikle hematopoetik hücrelerde eksprese

edilirler (53) . Integrinlerin, iskemik dokuya progenitör hücrenin yerleşmesinde etkili

olduğu düşünülmektedir. Özellikle b2- integrinler, hematopoetik kök hücrelerde ve

progenitör hücrelerde yüksek ekspresyona sahiptirler ve bu hücrelerin adhezyon ve

transmigrasyonunda etkilidirler (figür 6)

         2-Kemotaksis, Migrasyon ve İnvazyon

Dolaşan EPC sayısının düşük olduğu düşünülürse, iskemik veya hasarlı dokuya

yeterli sayıda EPC nin yerleşmesinde kemoatraksiyonun önemli rolü olduğu sonucu

ortaya çıkacaktır. Çeşitli çalışmalarda hematopoetik kök hücrelerin kemik iliğine

yerleşmesini sağlayan faktörler araştırılmıştır. Bunlar arasında SDF–1 (54,55)

benzeri kemokinler, lipid medyatörleri (sfingozin 1 fosfat) (56)  ve heterolog

hücreler tarafından salınan faktörler yer almaktadır.   Dolaşan EPC lerin iskemik

dokuya yönlenmesinde de bu faktörlerin etkili olduğu düşünülmektedir (57).
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Bu faktörlerin dışında VEGF seviyesinin de iskemi sırasında arttığı ve EPC ler için

kemoatraktif faktör olarak rol oynadığı öne sürülmüştür (42.46.58). Yakın zamanda

yapılan çalışmalar EPC nin iskemik dokuya kemotaksisini regüle eden

mekanizmalara ışık tutmuş olmakla beraber, migrasyon ve doku invazyonu ile ilgili

bilgi çok daha azdır. Bununla beraber katepsin veya metalloproteaz gibi protezların

EPC lerin doku invazyonunda rolü olabileceği düşünülmektedir, ancak bu konuyla

ilgili net veri bulunmamaktadır (figür 6)

3-Diferansiasyon

Son olarak EPC lerin fonksiyonel endotel hücresine değişimi oldukça önemlidir. Bu

farklılaşma olayında rol oynayan genetik döngü büyük oranda bilinmemektedir,

ancak yapılan bazı çalışmalarda ana mezodermal öncül hücre olan

hemangioblastların embriyonik gelişim sırasındaki diferansiyasyonları incelenmiştir.

VEGF ve reseptörleri embriyonik gelişim sırasında, endotelyal diferansiasyonda

oldukça etkili rol oynamaktadır(59,60)  (figür 6).
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Figür 6. Endotel progenitör hücrelerin göçü ve dokuya yerleşimi: EPC lerin iskemik dokuya

yerleşmesi; mobilizasyon, kemotaksis, adhezyon, migrasyon ve differansiyasyon

aşamalarından oluşur.
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2.4  Kardiyovasküler risk faktörleri ve EPC

Yapılmış olan küçük klinik çalışmalarda ateroskleroz risk faktörlerinin, dolaşan

endotel progenitör hücre sayısıyla ters orantılı olduğu gösterilmiştir (25,26). Dolaşan

CD34/KDR pozitif progenitör hücrelerin, koroner arter hastalığı olanlarda kontrol

grubundakilere göre %50 oranında azaldığı saptanmıştır. Bununla beraber koroner

arter hastalığı olanlardan elde edilen endotel progenitör hücrelerinin migrasyon

cevabında azalma olduğu çalışmalarda gösterilmiştir. Arteryel hipertansiyon,

diyabet, hiperlipidemi, sigara, fiziksel inaktivite gibi kardiyovasküler risk faktörleri,

azalmış EPC sayısı ve aktivitesi ile ilişkili bulunmuştur. Bilinen risk faktörleri

dışında, erken dönem koroner arter hastalığı aile hikâyesi, homosistein ve CRP

düzeyleri gibi faktörler de EPC sayısı ve fonksiyonu ile ilişkili bulunmuştur (61–63).

2.5 Hiperlipidemi ve EPC

Yakın zamanda yapılan çeşitli çalışmalarda, EPC düzeyleri ve hiperlipidemi arasında

ilişki olduğu gösterilmiştir. Serum kolesterol düzeyi yüksek olan sağlıklı kişilerde

EPC sayılarının azaldığı, koroner arter hastalarında da serum düşük dansiteli

lipoprotein (LDL) düzeyinin EPC sayısıyla ters orantılı olduğu gösterilmiştir (64,29)

. Bununla beraber hiperlipidemi varlığında, EPC lerin proliferasyon, migrasyon,

adhezyon gibi fonksiyonel özelliklerinde de bozulma görülmektedir (65) .

2.6 Hipertansiyon ve EPC

Tüm risk faktörleri arasında, EPC migrasyon kapasitesi üzerine en etkili olan arteryel

hipertansiyondur. Arteryel hipertansiyonu olan kişilerde, sistolik kan basıncı dolaşan

EPC düzeyi ile ters orantılıdır. Yapılmış olan deneysel çalışmalarda, arteryel

hipertansiyonun etkilerinden sorumlu olan Angiotensin 2, oksidatif stresi arttırarak

EPC proliferasyon yeteneğinde bozulmaya neden olmuştur. Aynı çalışmada

Angiotensin 2 reseptör blokeri (Valsartan) kullanımı  ile , bu etkinin düzeldiği

gösterilmiştir (66).
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2.7  Diyabet ve EPC

EPC düzeyleri hem tip 1 hem de tip 2 diyabetiklerde azalmaktadır. Diyabetik

hastalarda görülen vasküler komplikasyonların altta yatan mekanizmaları arasında

EPC disfonksiyonunun önemli rolü olduğu düşünülmektedir. EPC proliferasyonu ve

adhezyonu diyabetik hastalarda bozulmaktadır (67–69). Krankel ve arkadaşlarını

yaptığı bir çalışmada hipergliseminin EPC düzeyinde, NO sentezinde ve MMP–9

aktivitesinde azalmaya sebep olduğu gösterilmiştir (70).

2.8 Transplantasyon ve EPC

Böbrek nakil sonrasında kardiyovasküler ölüm (KVÖ) oranı 10 kat azalmakta ve bu

durum organ nakli sonrasında görülen artmış hasta sağkalım oranının en önemli

sebebini oluşturmaktadır (71). Bu olumlu etkiye rağmen KVÖ, böbrek nakli

hastalarındaki en önemli ölüm sebebi olmaya devam etmektedir. Nakil sonrası KVÖ

oranları sağlıklı kontroller ile karşılaştırıldığında 3-5 kat daha yüksektir (72,73).

Böbrek nakli sonrasında artmış KVÖ oranlarından klasik risk faktörleri kadar nakil

olmuş hastalara özgü faktörler de önemlidir. Bu risk faktörleri arasında kullanılan

immünsüpressif ilaçlar, graft fonksiyonu (74), geçirilmiş cytomegalovirüs (CMV)

enfeksiyonları (75)  ve geçirilmiş akut rejeksiyon atakları yer almaktadır.

Endotel hücreleri, transplantasyon işlemi başarısında önemli rol oynamaktadır.

Transplantasyon işleminin kendisi endotel hasarı yaparak inflamatuar bir döngünün

başlamasına sebep olmaktadır. Eğer bu inflamatuar döngü kontrol altına alınmazsa,

kronik graft vaskülopatisine yol açabilecek proliferatif ve fibrotik sürecin başlaması

kaçınılmaz olacaktır (76).
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SDBY hastalarında EPC lerde sayısal ve fonksiyonel bozukluğun olduğu ve bu

durumun artmış KVÖ oranları ile ilişkisini gösteren çalışmalar olmasına karşın,

böbrek nakli sonrasında EPC sayı ve fonksiyonlarında nasıl bir değişiklik meydana

geldiğini ve bunun KVÖ oranları ile ilişkisini gösteren literatürde yayınlanmış tek

bir çalışma vardır.

Bu çalışmada, nakil sonrasında EPC sayısında azalma olmasına karşın EPC

fonksiyonlarında belirgin düzelme olduğu ve bu olumlu etkinin nakil sonrası azalmış

KVÖ oranları ile ilişkili olduğu öne sürülmüştür (77).

2.9 EPC ve Rapamisin:

Rapamisin (RAPA); son 5 yılda transplantasyon sonrası organ reddini engellemede

kullanımı giderek artan yeni bir immünsüpressif ilaçtır. Tek başına kullanılabileceği

gibi düşük doz kalsinörin inhibitörleri ile beraber kullanımı da söz konusudur.

RAPA kimyasal yapı olarak Tacrolimus ile benzerlik gösteren, antifungal etkileri de

olan makrolid yapılı bir antibiotiktir (78). Ön-ilaç olan RAPA nın etkisi T-lenfosit

sitozolünde yer alan FK binding protein (FKBP12) ile bağlandıktan sonra başlar.

RAPA-FKBP 12 kompleksi, T-lenfositlerdeki hücre proliferasyonu,

differansiyasyonu ve yaşam süresini belirlemede önemli rol oynayan kinaz yapısında

’’mammalian target of rapamycine‘‘ (mTOR) enzimini inhibe eder (78). mTOR

enzimi hücre büyümesi için gerekli olan yapıtaşlarının miktarı, hücresel enerji

düzeyi ve büyüme faktörlerine ait sinyal iletilerini kontrol eder (79). Bu 3 temel girdi

istenen düzeyde ise hücre proliferasyonu ve büyümesini başlatan uyarıyı gönderir.

mTOR enzimi ayrıca büyüme faktörlerine ait reseptörlerin uyarılması ile oluşan

sinyal iletiminde de görev alır (80). mTOR enzimi hücre içi ribosomal protein

sentezini kontrol ederek mRNA translasyonunu uyarır ve hücre proliferasyonu için

kritik bir aşama olan DNA sentezi için hücrelerin istirahat fazı olan G1 fazından

sentez fazı olan S fazına geçişini uyarır (81).

RAPA; mTOR enzimini inhibe ederek lenfositler başta olmak üzere proliferasyon

indeksi yüksek tüm hücrelerde, hücre çoğalması ve büyümesini inhibe eder. RAPA

transplantasyonda organ reddini önleme dışında kalp nakillerinde koroner

vaskülopati gelişimini engellemede (82), koroner stentlere emdirilerek re-stenozu
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engellemede (83) ve anti proliferatif etkileri sebebiyle anti-neoplastik bir ajan olarak

da kullanılmaktadır (84).  RAPA 'nın bu etkileri vasküler endoteldeki neo-intimal

hiperplazi ve angiogenezis üzerindeki etkilerine bağlıdır.

Son yıllarda RAPA nın özellikle dolaşan EPC ve vasküler düz kaslar üzerindeki anti-

proliferatif etkileri ve bu etkinin tedavi amaçlı kullanımı gündeme gelmiştir. Bu

konuda Miruika ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, in-vitro ortama çok düşük

konsantrasyonlarda dahi RAPA eklenmesinin EPC sayısında ve canlı hücre

yüzdesine dramatik bir azalmaya yol açtığını göstermişlerdir (85). Bu araştırmacılar

EPC lerin RAPA etkisine çok duyarlı olduğunu oysa matür endotel hücreleri ve

makrofajların RAPA etkisine göreceli olarak dirençli olduğunu da göstermişlerdir.

Araştırmacılar RAPA nın EPC lerde apoptozisi ve otofaji olarak adlandırılan

hücrelerin büyüme faktörü ve yapıtaşı eksikliğinde kendi kendilerini fagosite

etmeleri fenomenini uyardığını ve böylece anti-proliferatif etki gösterdiğini ileri

sürmüşlerdir (85). RAPA ayrıca kalp transplantlarından sonra koroner arter

sisteminde görülen ve transplant vaskülopatisi olarak isimlendirilen neointimal

hiperplaziye bağlı koroner plakların oluşumunu da engeller (83). Transplant

vaskülopatisi sürekli ve tekrarlayan donör spesifik immünolojik yanıta bağlı olarak

vasküler endotelde meydana gelen bir hasar sonucu oluşur. Bu hasarı tamir

mekanizmasında görev alan EPC lerin aşırı yanıtı koroner transplant vaskülopati

patogenezinde suçlanmaktadır. RAPA’nın; EPC sayı ve fonksiyonlarını bozarak ve

vasküler düz kas hücre proliferasyonunu engelleyerek transplant vaskülopati

gelişimini engellediği öne sürülmüştür (86).   Ancak transplantasyon sonrasında

RAPA kullanımı ile,   fizyolojik hasar mekanizmasında önemli rolleri olan ve

kardiyovasküler sistem hastalıklarının gelişimini engelledikleri düşünülen EPC’lerin

sayı ve fonksiyonlarında meydana gelen bozulmanın uzun vadeli etkisinin nasıl

olacağı henüz bilinmemektedir.
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2.10 EPC ve HMG-CoA Redüktaz İnhibitörleri:

Statinler olarak bilinen HMG-CoA redüktaz inhibitörü olan ilaçlar kolesterol

sentezinin hız kısıtlayıcı basamağını inhibe ederek kolesterol oluşumunu engellerler

ve hiperlipidemi tedavisinde kullanılırlar. Koroner arter hastalığı olan kişilerde,

statin kullanımı, ölüm ve iskemik kardiyovasküler hastalık gelişim sıklığını uzun

dönemde azaltmaktadır. Statin kullanımı esas olarak mevcut aterosklerotik plak

stabilizasyonu yaparak ve yeni aterosklerotik plak oluşumunu engelleyerek etki

gösterir. Ancak bu etkisinin dışında, vasküler inflamasyonun azaltılması, trombosit

agregasyonunun ve trombus oluşumunun engellenmesi ve endotel nitrik oksid

üretimini arttırması gibi farklı mekanizmalar üzerinden de etkili olduğu

gösterilmiştir. Son yapılan çalışmalarda ise, kolesterol düzeyi normal olan bireylerde

iskemik dokuda neovaskülarizasyonu arttırdığı ve bu olumlu etkilerinin endotel

hücre fonksiyonlarını düzeltmeleri, vasküler düz kas hücre proliferasyonunu

engelleyerek neointima oluşumunu engellemeleri ile ilişkili olduğunu gösterilmiştir

(87,88).

Son yıllarda statinlerin iskemik doku modellerinde, endotel hücrelerinde mitojenik

etki gösteren pek çok sitokin ve adhezyon molekülüne benzer şekilde angiogenezisi

ve neovaskülarizasyonu arttırdığı gösterilmiştir (89). Statinlerin endotel hücre

hasarını tamir ederek re-endotelizasyonu uyarmalarının temel mekanizmasının,

statinlerin EPC sayı ve fonksiyonları üzerindeki olumlu etkilerinden kaynaklandığını

gösteren çalışmalar giderek artan sayıda yayınlanmaktadır (89,90).

Yapılan çalışmalarda statinlerin,   EPC modülasyonunda rol alan sitokinler gibi etki

ettikleri gösterilmiştir. Angiogenik büyüme faktörlerinin prototipi olan vasküler

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) , diferansiye olmuş endotel hücreleri üzerine

mitojenik etki göstererek neovaskülarizasyonu uyarmaktadır. Son yapılan

çalışmalarda VEGF in ayrıca, kemik iliğinden EPC mobilizasyonunu uyarmada

etkili olduğunu gösterilmiştir. VEGF in EPC mobilizasyonunda kullandığı sinyal

iletim yolunun statinler tarafından da aktive edildiği yapılan çalışmalarda

gösterilmiştir.  VEGF uyarısıyla aktive olan ve Protein kinaz B olarak da bilinen

serin-treonin  protein  kinaz  Akt,  ilk  olarak  normal  hücrelere  transforme olabilen  bir

onkogen olarak tanımlanmıştır. Daha sonra yapılan çalışmalarda ise, büyüme faktörü

yokluğunda hücre ölümünü engelleyen anti-apoptotik bir protein olduğu
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gösterilmiştir. Yakın zamanda ise, kardiyovasküler olaylarda sitoprotektif etkileri

olduğu öne sürülmüştür. Bu etkilerinin yanısıra, VEGF uyarısına cevap olarak,

endotel hücrelerinde NO üretimini arttırdıkları ve endotel progenitör hücre

mobilizasyonunu ve migrasyonunu uyardıkları gösterilmiştir. Kureishi ve

arkadaşlarını yaptığı bir çalışmada, simvastatinin Akt sinyal yolunu hızlıca aktive

ettiği, NO üretimini arttırdığı, apoptosisi inhibe ettiği gösterilmiştir. Llevadot ve

arkadaşlarının yaptığı bir başka çalışmada ise, simvastatinin Akt sinyal yolunu

kullanarak EPC proliferasyonu ve migrasyonunu uyardığı gösterilmiştir. Statinlerin

ayrıca EPC lerin hasarlı endotel bölgesine yerleşmesinde önemli rolü olan adhezyon

moleküllerine ait EPC üzerindeki integrin ve fibronektin reseptörlerinin

ekspresyonunu da arttırdıkları gösterilmiştir (91).   Bütün bu çalışmaların sonucuna

dayanarak, iskemik doku hasarı tamiri ve neovaskülarizasyonda terapötik amaçlı

statin kullanımına dair çalışmalar devam etmektedir.
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2.11  EPC ve Eritropoetin:

Eritropoetin (EPO) eritrosit diferasiasyonunu stimüle eden ve hipoksik uyarı

varlığında esas olarak renal interstisyumda üretilen bir sitokindir. Rekombinant insan

eritropoetini (rhEPO) ,esas olarak kronik böbrek yetersizliğinde anemi tedavisi

amacıyla kullanılmaktadır.

Son yapılan çalışmalarda EPO’nun ayrıca endotel hücreleri üzerinde direkt biyolojik

etkileri olduğu gösterilmiştir. Ayrıca EPO ve VEGF, neovaskülarizasyonda önemli

ortak aktivitelere sahiptirler. Bu sitokinlerin, matür endotel hücreleri ve EPC üzerine

etkili oldukları yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.  Matür endotel hücreleri

yüzeylerinde EPO reseptörleri taşırlar (92). EPO; reseptörlerine bağlandıktan sonra

Janus kinaz (JAK) ve AKT sinyal iletim yollarını kullanarak endotel hücrelerinde

anti-apopotik, promigratuar, proliferatif etkilere ve NO sentezinde artışa yol açar

(93,94).  EPO ayrıca; dolaşımdaki kemik iliği kökenli EPC sayısını da arttırır (95).

Bu nedenle son yıllarda neovaskülarizasyonda EPO nun terapötik kullanımına dair

çalışmalar devam etmektedir (figür 7).

Stres
sinyalleri

Epo reseptor
aktivasyonu

Ek
koruyucu
sinyaller

         Figür 7: Eritropoetinin endotel hücreleri üzerine etki mekanizması
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3. MATERYAL-METOD:

Bu çalışma, Marmara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Araştırma Laboratuarında

Ocak 2008 ve Şubat 2008 tarihleri arasında gerçekleştirilmiş, deneysel, prospektif,

randomize bir çalışma olup, çalışma protokolü Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi

Deneysel Hayvan Araştırma Etik Kurulu tarafından onaylanmıştır.

Etik kurul onay tarihi: 09.01.2008

Etik kurul onay numarası:32.2007mar

3.1. Çalışmada kullanılan hayvanlar:

Çalışmada, Marmara Üniversitesi Hayvan Araştırma Laboratuarından temin edilen

Wistar cinsi, ortalama ağırlıkları 300–350 gram olan erkek sıçanlar kullanılmıştır.

Laboratuar sıçanı ile ilgili genel bilgiler tablo 2’ de özetlenmiştir.

Tablo 2: Laboratuar sıçanı ile ilgili genel bilgiler

Yaşam süresi:

  Ortalama vücut ağırlığı

Meme bezleri:

Gıda alımı:

Su alımı:

 İdrar hacmi:

 Ortalama solunum hızı:

 Ortalama kalp hızı:

Ortalama kan basıncı:

2,5–3,5 yıl

Erkek:450–520 gr.

            Dişi:250–300 gr.

            6 çift

  5–6 gr/100 gr vücud ağırlığı/gün

       10–12 ml/100 gr vücud ağırlığı/gün

  5,5 ml/100 gr.vücud ağırlığı /gün

92 /dk.(80–100)

350 /dk (260–450)

116 /90 mmHg
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3.2. Çalışma Grupları:

Çalışmanın başında bir hafta sodyumdan fakir diyetle beslenen 24 adet sıçan, bu

sürenin sonunda her grupta altışar adet olacak şekilde toplam dört gruba ayrılmıştır.

Uygun ısı ve ışığın sağlandığı kafeslerde altılı gruplar halinde bulunan sıçanların

çalışma süresi boyunca suya erişimleri kısıtlanmamıştır. Çalışma süresi 35 gün

olarak belirlenmiştir.

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/gün oral gavaj

Grup 3: Rapamisin+ Statin grubu

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

Grup 4: Rapamisin+Eritropoetin Grubu

Rapamisin 1mgr/kg/gün oral gavaj + Eritropoetin alfa 1000 Ünite/kg/hafta

intraperitoneal enjeksiyon
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3.3.İlaçların hazırlanması ve uygulanması:

Rapamisin (Sirolimus)  :

Rapamisin 1 mgr. film tabletlerden günlük toplam 10 tablet (10 mgr) , 10 cc. serum

fizyolojik ile sulandırılarak, 1 cc. solüsyon içinde 1 mgr. rapamisin dozu elde

edilmiştir. Her uygulama öncesinde hayvanlar tartılmıştır ve rapamisin dozu 1

mgr/kg olacak biçimde, hayvanlar işlem öncesinde eter anestezisi ile uyutulduktan

sonra pediatrik boy feeding tüp kullanılarak, orogastrik olarak ilaç uygulanmıştır.

Atorvastatin:

Lipitor 20 mgr .film tabletlerden günlük toplam 3 tablet (60 mgr) ,  6 cc. serum

fizyolojik ile sulandırılarak , 1 cc. solüsyon içinde 10 mgr.  atorvastatin dozu elde

edilmiştir. Her uygulama öncesinde hayvanlar tartılmıştır ve statin dozu 10 mgr/kg

olacak biçimde, hayvanlar işlem öncesinde eter anestezisi ile uyutulduktan sonra

pediatrik boy feeding tüp kullanılarak, orogastrik olarak ilaç uygulanmıştır.

 Eritropoetin alfa:

Eprex 2000 Ünite 1 cc. lik flakon formu  ( Santa-Farma ilaç firması ), her uygulama

öncesinde hayvanlar tartılarak, eritropoetin dozu 1000 Ünite/kg/hafta olacak şekilde

haftada 2 gün insülin enjektörü ile, karın ön yüzünden, intraperitoneal enjeksiyon

yoluyla uygulanmıştır.

      Çalışma süresi boyunca, su ve gıda kısıtlaması yapılmayan hayvanların çalışma

boyunca günlük kilo takibi yapılarak, gelişebilecek yan etkiler açısından yakından

takip edilmişlerdir.
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3.4. Örneklerin toplanması:

Çalışma sonunda tüm gruplardaki sıçanlar doku ve kan örneklerinin

değerlendirilmesi amacıyla sakrifiye edilmişlerdir. Sakrifikasyon için 50 mgr/ kg

dozunda ketamin anestezisi uygulanmıştır. Anestezi işlemi sonrasında batın orta

hattan yapılan insizyonla karın boşluğuna girilerek vena cava inferior’dan yaklaşık  5

cc. kan örneği EDTA ‘lı ve kuru tüplere  alınmıştır. Daha sonra böbrekler künt

disseksiyon ile çıkarılmış ve %10 formol solüsyonuna konmuştur. Son olarak

abdominal aorta klempleri açılarak denekler sakrifiye edilmiştir.

Kan örnekleri alındıktan sonra en geç 2 saat içinde MÜTFH Hematoloji ve

İmmünoloji Laboratuarında değerlendirmeye alınmıştır.

3.5. Değerlendirilecek Parametreler:

 a)Kilo: Çalışmanın sonunda gruplar kiloları açısından değerlendirilmiştir.

 b)Kan örnekleri: Alınan kan örneklerinden, hemogram ve flow-sitometrik olarak

matür endotel hücresi ve endotel progenitör hücre sayımı yapılmıştır.
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3.6.Örneklerin değerlendirilmesi:

a) Hemogram değerlendirilmesi

MÜTFH Hematoloji Laboratuarında, Beckmann- Coulter hemogram cihazı

kullanılarak, EDTA lı tüplere alınan örneklerin hemogram değerlendirmesi

yapılmıştır.

b) Flow-sitometrik ölçümler:

Flow-sitometrik değerlendirme, sıçanlardan alınan taze kan örneklerinde (kan

alındıktan sonraki ilk bir saat içinde) yapılmıştır. Matür endotel hücrelerinin tayini

için CD 45 (FITC işaretli) , CD34 ( Phyco-erythrin PE-Cy7 işaretli) ve Flk–1

(sekonder antikorla işaretli-PE) anti-rat antikorları kullanılmıştır. Endotel progenitör

hücre değerlendirmesi amacıyla CD 133 (sekonder antikorla işaretli, FITC), CD 34 (

PE-Cy7 işaretli) anti-rat antikorları kullanılmıştır.

Her hayvan için 2 adet EDTA lı tüp kullanılmış olup, tüplere 2cc. kan örneği

konulmuştur. Eritrositleri parçalamak için, hipertonik eritrosit lizatı kullanılmıştır.

Yaklaşık 4 cc. kan örneği, 35 cc. eritrosit lizatı ile 10 dakika inkübe edildikten sonra

800 rpm hızında 10 dakika santrifüje edilmiş, sonrasında sedimentin üstünde kalan

kısım dökülerek parçalanan eritrositler ortamdan uzaklaştırılmıştır. PBS (phosphate-

buffer ) solüsyonu eklenerek 1500 rpm de 10 dakika çevrildikten sonra tekrar

sedimentin üstünde kalan kısım dökülerek, mononükleer hücreler elde edilmiştir.
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Her örnek için toplam 3 adet kuru tüp hazırlanmıştır. Birinci tüpe 1mikrolitre Flk-1

( mouse monoklonal IgG1- Santa Cruz), 2. tüpe 1 mikrolitre CD 133 (goat

polyclonal anti-rat IgG- Santa Cruz) konulmuştur. 3. tüp, kontrol tüpü olarak

kullanılmıştır ve herhangi bir antikor konulmamıştır. Her 3 tüpe, 100 mikrolitre

mononükleer hücre eklendikten sonra 30 dakika karanlıkta bekletilmiş ve   PBS ile

1500 rpm de 10 dakika santrifüj edilmiştir.  1. tüpe 1 mikrolitre phycoerythrin( PE) (

goat anti-mouse IgG1- Santa-Cruz), 2. tüpe 1 mikrolitre FITC ( donkey anti-goat

IgG-FITC) eklenerek tekrar 30 dakika karanlıkta inkübe edilmiştir. PBS ile 1500

rpm de 10 dakika yıkandıktan sonra 1. tüpe 1 mikrolitre CD 45 (FITC işaretli, Santa-

Cruz) ve CD34 (PE Cy7 işaretli, Santa –Cruz), 2. tüpe 1 mikrolitre CD 34 (PE Cy7

işaretli, Santa –Cruz) eklenmiştir. 15 dakika karanlıkta inkübe edildikten sonra 1500

rpm de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen örnekler İmmünoloji

Laboratuarında bulunan FACS (Flow-sitometrik analyser) cihazı kullanılarak flow

sitometrik olarak değerlendirilmiştir. Flow- sitometrik değerlendirmede her örnek

için yaklaşık 500.000 hücre sayılmış ve matür endotel hücresi ve EPC sayısı

kantitatif olarak değerlendirilmiştir. . Bulunan değerler her örnek için, kendi lökosit

sayısına göre oranlanarak mutlak rakamlar elde edilmiştir.

3.7.İstatistiksel Değerlendirme:

Tek Yönlü ANOVA:

 Nicel verilerin değerlendirilmesi için kullanılmıştır. Dört bağımsız grup,

parametreler açısından ortalama değerlerine göre karşılaştırılmıştır. Sonuçlarda

p<0,05 olması anlamlı farklılık olarak değerlendirilmiştir. Bu durumda non-

parametrik Mann-Whitney U testi kullanılarak, oluşan farkın hangi gruplar arasında

olduğu değerlendirilmiştir.
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4. SONUÇLAR:

Çalışmamızda, 35 günlük tedavi sonrasında, tüm gruplardaki hayvanların kiloları ve

kan örnekleri değerlendirilmiştir. Alınan kan örneklerinde hemogram parametreleri

(hemoglobin değerleri ve lökosit sayıları) ve flow-sitometrik yontemle matur endotel

hucreleri ve endotel progenitor hücreleri değerlendirilmiştir. Tüm tedavi tipleri,

hayvanlar tarafından rahat tolere edilmiştir.

Kilo değerlendirmesi:

Çalışma başında grupların ortalama vücut ağırlıkları arasında anlamlı fark

saptanmamıştır. (Grup 1 326±16 gr.,  Grup 2 330±18 gr., Grup 3 322±16 gr., Grup 4

320 ± 18). Çalışma sonunda tüm grupların vücut ağırlıklarınin bazale gore arttigi

saptanmistir. Grup 2,3 ve 4’ün çalışma sonu vücut ağırlıkları, Grup1’ e göre daha

yüksek bulunmakla beraber fark istatistiksel anlama ulaşmamistir ( sırasıyla 390±15,

396±14, 381±16 vs 368±15, p>0,05) (grafik 1)

Grafik 1: Çalışma öncesi ve sonu vücut ağırlıkları
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D2- Hemoglobin değerlendirmesi:

Calışmanın sonunda hemoglobin(Hgb) değerleri açısından gruplar karşılaştırılmıştır.

Grup 4’ün Hgb değerleri, Grup 1, 2 ve 3’e göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur

(sırasıyla 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

). Diğer gruplar arasında Hgb değerleri açısından anlamlı fark saptanmamıştır

(Grafik 2).

Grafik2:          Grupların çalışma sonunda ortalama Hemoglobin
değerleri
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Lökosit sayılarının değerlendirilmesi

Çalışmanın sonunda Lökosit değerleri açısından gruplar karşılaştırılmıştır. Grup 4’ün

lökosit sayısı, Grup 1, 2 ve 3’e göre daha yüksek saptanmış ancak istatistiksel

anlama ulaşamamıştır. Grupların lökosit değerleri Grafik 3’de gösterilmiştir.

Grafik 3:     Çalışma sonunda grupların lökosit sayıları
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Matür endotel hücre sayılarının değerlendirilmesi

Çalışmanın sonunda CD 45+ CD34+ ve Flk–1+ matür endotel hücre sayıları açısından

gruplar değerlendirilmiştir.  . Matür endotel hücre sayısı ortalama ± standart

ortalama hata (±SEM) olarak gösterilmiştir. Grup 2’nin matür endotel hücre sayısı,

Grup 1’e göre anlamlı derecede yüksek olarak saptandı (sırasıyla 171,42±5,67 vs

151,04±11,44, p<0,05). Grup 3’ün matür endotel hücre sayısı, Grup 1, 2 ve 4 ’ göre

anlamlı olarak düşük olarak saptandı ( sırasıyla 50,59±9,06 vs 151,04±11,44,

171,42±5,67 ve 94,36±4,66 p<0.001). Grup 4 matür endotel hücre sayısı, Grup 1 ve

2 ‘ye göre anlamlı olarak düşük saptandı ( 94,36±4,66 vs 151,04±11,44,

171,42±5,67, p<0.001). Grup 4 endotel progenitör hücre sayısı, Grup 3’e göre

anlamlı olarak yüksek saptandı (94,36±4,66 vs 50,59±9,06, p<0.001 ).  (Grafik 4)

Grafik 4:Grupların çalışma sonunda matür endotel
hücre sayıları
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Endotel progenitör hücre sayılarının değerlendirilmesi

Çalışmanın sonunda CD34+ ve CD 133+ endotel progenitor hucre (EPC) sayıları

açısından gruplar değerlendirilmiştir.  EPC sayısı ortalama ± standart ortalama hata

(±SEM) olarak gösterilmiştir. Grup 2’nin EPC sayısı, Grup 1’e göre anlamlı

derecede yüksek olarak saptandı (sırasıyla 103±6,85 vs 75±4,11, p<0,05). Grup 3 ve

4’ün EPC sayısı, Grup 1 göre anlamlı olarak yuksek saptandı ( sırasıyla 127±8,64,

119±8,4 vs 75±4,11, p<0.05). Grup 3 ve 4 ’ün EPC sayıları, Grup 2’ye göre artmış

olarak saptandı ancak fark istatistiksel anlama ulaşamadı ( sırasıyla 127±8,64,

119±8,4 vs 103±6,85, p>0.05). EPC sayılarında Grup 3 ve 4 arasında anlamlı fark

görülmedi (Grafik 5)

Grafik 5:Grupların Endotel Progenitör Hücre Sayıları
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5.TARTIŞMA:

 Çalışmamızda, rapamisin ile mTOR inhibisyonu yapılan sıçan modeli kullanılarak,

statin ve eritropoetin tedavisinin matür endotel hücreleri ve endotel progenitör

hücreleri üzerine olan etkileri değerlendirilmiştir.  Çalışmamızın sonunda, rapamisin

uygulaması literatürden farklı olarak endotel progenitör hücre sayısında belirgin bir

azalmaya sebep olmamıştır. Rapamisin ile beraber statin veya eritropoetin

uygulaması sonucunda ise tek başına rapamisin uygulanan gruba göre endotel

progenitör hücre sayılarında artış gözlenmiştir. Çalışmamızın önemli sonuçlarından

birisi de rapamisin tedavisiyle, endotel hasarının bir göstergesi olan matür endotel

hücre sayısında artış saptanmasıdır. Rapamisin ile beraber statin veya eritropoetin

uygulaması sonucunda ise, dolaşımda bulunan matür endotel hücre sayısında

belirgin azalma sağlanmıştır. Çalışmamızda elde edilen veriler, immünsüpresif

tedavide kullanılan rapamisinin, endotel hasarına yol açarak uzun vadede

kardiyovasküler hastalıklara zemin hazırlayabileceğini düşündürmektedir.

Çalışmamızın sonucunda endotel hasarını azaltan ve endotel progenitör hücre

sayısında artışa yol açan statin ve eritropoetin ise uzun vadede kardiyovasküler

sistem hastalıklarının azaltılmasında etkili olabilir.

Çalışmamızda, sıçanlara 35 gün boyunca 1 mg/kg/gün dozunda rapamisin tedavisi

uygulanmıştır. Rapamisin, klinikte lenfositlerin proliferasyonunu inhibe ederek etki

gösteren antiproliferatif bir immünsüpresandır. Ancak rapamisinin farklı

mekanizmalar kullanarak, değişik hücreler üzerine sitotoksik etkilerinin de olduğu

gösterilmiştir  (96).Önceki yapılan çalışmaların sonuçlarına göre rapamisin,

apoptozisi ve proapoptotik sinyalleri indükleyerek, caspase aktivasyonuna yol

açarak, ribozomal sinyal yollarını inhibe ederek endotel progenitör hücre sayı ve

fonksiyonlarını azaltmaktadır (97-101). Butzal ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir

çalışmada, lökoferez ile elde edilen CD133+ hücrelerin ortamına rapamisin

konulmasıyla endotel progenitör hücre sayısında belirgin azalma saptanmıştır ( 102).

Miriuka ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir başka çalışmada ise farklı

immünsüpresif ilaçların endotel progenitör hücreleri üzerine olan etkileri

değerlendirilmiş ve rapamisinin klinikte kullanılan dozlarından çok daha düşük

dozlarında dahi EPC sayısında anlamlı azalmaya
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yol açtığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada rapamisinin bu etkisinin, EPC ler üzerine

etkili olan bazı büyüme faktörlerinin sinyal yollarının bloke etmesi sonucu ortaya

çıktığı öne sürülmüştür (77). Ayrıca rapamisinin özellikle erken dönem EPC üzerine

toksik etkili olduğu ve periferik kan hücre kültüründen elde edilen matür endotel

hücreleri ve makrofajlar üzerine aynı toksik etkiyi göstermediği düşünülmüştür (77) .

Bizim çalışmamızın sonuçlarına göre, 35 günlük rapamisin uygulaması sonucunda

literatürden farklı olarak periferik kan matür endotel hücre sayısında, kontrol

grubuna oranla belirgin artış olduğu saptanmıştır. Bilindiği gibi normal şartlarda,

periferik kanda damar duvarı kaynaklı endotel hücre sayısı oldukça düşüktür ( 1–3

hücre/ ml). Hâlbuki vasküler endotelde meydana gelen akut stres hasarına bağlı

olarak endotel hücre apoptosisi meydana gelir ve dolaşan endotel hücre sayısında

artış görülür.  Daha önce yapılan çalışmalarda, in vitro ortamda rapamisin etkisi

değerlendirildiği için klinikte kullanılan dozlardan çok daha düşük dozlar

kullanılmıştır. Çalışmamızda, rapamisin uygulanan hayvanların ilaç kan düzeyi

bakılmamıştır ancak, 35 gün boyunca sistemik olarak yüksek doz rapamisin tedavisi

uygulanmıştır. Bu nedenle rapamisinin yüksek doz uygulanmasının muhtemelen

vasküler endotelde hasara sebep olarak, matür endotel hücre sayısında artışa neden

olduğu düşünülmüştür.

Çalışmamızda ayrıca literatürden farklı olarak rapamisin uygulanan grupta endotel

progenitör hücre sayısında, kontrol grubuna göre artış saptanmıştır. Rapamisin,

yukarıda belirtildiği gibi farklı mekanizmaları kullanarak özellikle EPC üzerinde

sitotoksik etki yaratmaktadır. Ancak yapılan çalışmalarda rapamisinin sadece EPC

sayısına değil, fonksiyonları üzerine de etkili olduğu gösterilmiştir. Çalışmamızda

yüksek doz rapamisin uygulamasının endotel hasarına yol açtığı ve bunun da kemik

iliğinden EPC mobilizasyonuna neden olduğu düşünülmüştür. Ancak kültür

ortamında mevcut EPC lerin fonksiyonları çalışmamızda değerlendirilmediğinden,

hasara yanıt olarak artmış olduğu düşünülen EPC fonksiyonları hakkında bilgi

bulunmamaktadır.
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Bilindiği gibi matür endotel hücreleri ileri derecede diferansiye olmuş ve düşük

proliferatif kapasiteye sahip hücrelerdir. Vasküler hasar varlığında, matür endotel

hücresine dönüşme kapasitesine sahip, kemik iliği kökenli ve embryonal

angioblastlara benzer özellikler taşıyan endotel progenitör hücreler devreye

girmektedir. Bu hücrelerin kemik iliğinden mobilizasyonu, farklı büyüme

hormonları, yüzey reseptörleri ve farklı ligandlar tarafından düzenlenmektedir.

(7,44). Son yıllarda yapılan çalışmalarda özellikle farklı tedavi modalitelerinin in

vivo olarak EPC sayılarını arttırdıkları gösterilmiştir. Bunlar arasında HMG-CoA

redüktaz inhibitörleri, G-CSF -VEGF gibi büyüme faktörleri, eritropoetin ve östrojen

yer almaktadır (32,90,103,7,58,104).  Çalışmamızda rapamisin tedavisi ile beraber

statin veya eritropetin kullanımının EPC uzerine olan etkileri de değerlendirilmiştir.

Rapamisinle beraber eritropoetin alan grubun hemoglobin değerleri diğer gruplara

göre anlamlı olarak yüksek saptandı. Eritropoetin tedavisi ayrıca lökosit sayılarında

da yükselmeye sebep oldu ancak, bu fark gruplar arası istatistiksel anlamlı farka

ulaşmadı. Bu etki muhtemelen eritropoetinin eritroid seri dışında myeloid seri

üzerine de olan etkisiyle açıklandı.

Çalışmamızda eritropoetin alfa 1000Unite/kg/hafta dozunda,  hafta içinde iki doza

bölünmüş olarak uygulandı. Rapamisin ile beraber eritropoetin alfa tedavisi alan

grupta, matür endotel hücre sayısının, kontrol grubuna ve tekli rapamisin tedavisi

alan gruba göre belirgin olarak azaldığı saptandı. Bu sonuç, yüksek doz rapamisin

uygulaması sonucunda ortaya çıkan vasküler endotel hücre hasarının eritropoetin

tedavisi ile azalabileceğini destekler niteliktedir.

Eritropetin kronik böbrek yetersizliğine bağlı anemisi olan kişilerde anemi

tedavisinde kullanılmaktadır. Son yıllarda eritropoetinin yararlı etkilerinin,

eritropoezin uyarılması dışında farklı mekanizmalarla öldüğü düşünülmüştür. 2002

yılında Chong ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada eritropoetin tedavisinin

vaskuler endoteli iskemik hasardan koruduğu gösterilmiştir (105). Yakın zamanda

yapılan farklı çalışmalarda ise, değişik vasküler hastalık modellerinde eritropoetin
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tedavisi uygulanmış ve endotel hücreleri üzerine koruyucu etkileri olduğu

gösterilmiştir (106–108).

Chong ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada eritropoetinin endotel hücre

içine antiapoptotik sinyaller göndererek hücre apoptozisini engellediği gösterilmiştir

(105). Ayrıca yapılan çalışmalarda eritropoetin ve eritropoetin reseptörünün düz kas

hücreleri ve vaskuler endotel gibi farklı dokularda da eksprese olduğu gösterilmiştir

(109). Bu nedenle özellikle vasküler sistemin eritropoetinin biyolojik etkilerinden

önemli derecede etkilendiği düşünülmüştür. Özellikle hipoksi varlığında,

transkripsiyon faktörü ve hipoksi-inducable faktör 1 aktivasyonu meydana gelir ve

sonuç olarak hipoksi varlığında eritropoetin üretiminde artış olur. Bizim

çalışmamızda da literatürle uyumlu olarak, yüksek doz rapamisin uygulaması sonrası

muhtemel oluşmuş endotel hasarı, rapamisinin eritropoetin ile beraber uygulanması

durumunda belirgin olarak azalmıştır.

Eritropoetin ile ilgili devam eden çalışmalarda, endotel üzerine olan koruyucu

etkisinin mekanizmaları araştırılmış ve endotel hücreleri apoptozisini önlemesi

dışında endotel progenitor hücre sayı ve fonksiyonlarını düzelttiği farklı çalışmalarda

gösterilmiştir. Ferdinand ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada kronik böbrek

yetersizliğine bağlı anemisi olan hasta grubuna rhEPO tedavisi uygulanmış ve in

vitro ortamda aktif EPC sayısı değerlendirilmiştir. Sonuç olarak eritropoetin

tedavisinin fonksiyonel aktif EPC sayısını arttırdığı gösterilmiştir (110).Aynı

çalışmada eritropoetinin EPC lerde Akt protein kinaz yolu aktivasyonu yaparak etkili

olduğu gösterilmiştir. Bu calismada eritropoetinin klinikte kullanılan dozlarda EPC

üzerine etkili olduğu gösterilmiştir. Aynı grubun yapmış olduğu farklı bir çalışmada

da darbepoetin kullanılmış ve hem EPC proliferasyonunda hem de

diferansiasyonunda etkili olduğu gösterilmiştir (111). Urao ve arkadaşlarının yapmış

olduğu çalışmada ise femoral arter hasarı yapılmış hayvan modelinde 3 günlük EPO

uygulaması sonrasında, damar reendotelizasyonun arttığı ve dolasan EPC sayısında

artış olduğu gösterilmiştir (112). Çalışmamızda rapamisin alan grupta literatürde

beklendiği gibi EPC sayısında azalma saptanmamıştır, ancak eritropetinin beraber

uygulanması sonucunda tekli rapamisin alan gruba oranla EPC sayısı daha yüksek

saptanmış ancak beklenen anlamlı yükselme elde edilememiştir. Bu durum birden

farklı mekanizmayla açıklanabilir. Rapamisin muhtemelen ciddi endotel hasarı
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yaparak eritropoetinin etkisini baskılamış olabilir. Bununla beraber kullandığımız

eritropoetin dozu, rapamisinin etkilerini düzeltmek icin yetersiz kalmış olabilir, daha

yüksek doz eritropoetinle EPC sayısında beklenen artış belki saptanabilirdi.

Çalışmamızın eksik tarafı, hücre kültürü yapılarak EPC fonksiyonlarında

değerlendirmenin yapılmamış olmasıdır. Çünkü biliyoruz ki, EPC üzerine etkili

olduğu düşünülen ajanlar, sadece sayısal değil fonksiyonel düzelmeye de neden

olmaktadır. Fonksiyonel düzelmenin tespiti ise ancak hücre kültürü ile mümkündür.

Bu nedenle eritropoetinin muhtemelen EPC fonksiyonlarında düzelmeye yol açmış

olabileceği düşünülmüştür.

Çalışmamızın bir diğer grubunda ise, vasküler koruyucu özellikleri son yıllarda öne

çıkan HMG-CoA redüktaz inhibitörlerinin (statin) etkileri değerlendirilmiştir.  Bu

grubun çalışma sonunda hemoglobin ve lökosit sayıları kontrol grubuna benzer

olarak bulunmuştur. Statin hemogram parametreleri üzerine herhangi bir etki

göstermemiştir. Rapamisin ile beraber statin uygulanan grubun periferik kan matür

endotel hücre sayısı, kontrol grubuna ve tekli rapamisin alan gruba göre anlamlı

olarak azalmıştır. Çalışmanın sonucuna göre rapamisinle beraber statin uygulaması,

rapamisinin matür endotel hücreleri üzerine olan etkisini azaltmaktadır. Bununla

beraber, statin uygulaması sonucunda, dolaşan endotel progenitör hücre sayısında

kontrol grubuna oranla belirgin artış saptanmıştır. Rapamisinle beraber statin

uygulanan grubun EPC sayıları, tekli rapamisin ve rapamisinle beraber eritropoetin

tedavisi alan gruba göre de yüksek saptanmıştır. Bu fark gruplar arası anlamlı

farklılığa yol açmamış olmakla beraber,  örnek sayısının yetersizliği ile ilişkili

olabileceği düşünülmüştür. Yakın zamanda in vivo ve in vitro ortamda yapılan

birçok çalışmada statinlerin kolesterol düşürücü etkilerinden bağımsız olarak endotel

fonksiyonunda iyileşmeye sebep oldukları gösterilmiştir (88,113) .  Ayrıca bazı in

vivo çalışmalarda statinlerin, endotel hücre mitojenleri gibi, angiogenezisi stimüle

ettikleri gösterilmiştir (48,89) (3–11,12).  Statinlerin vasküler endotel üzerine olan

koruyucu etkilerinin, EPC sayıları üzerine olan etkilerinden kaynaklandığını

düşündüren çalışmalar giderek artmaktadır. Llevadot ve arkadaşlarının yaptığı

çalışmada kemik iliğinden EPC mobilizasyonun ve EPC yaşam süresinin simvastatin

tedavisiyle belirgin artış gösterdiği saptanmıştır (90). Dimmeler ve arkadaşlarının

yaptığı farklı bir çalışmada ise statinlerin Akt (P13k/Akt) sinyal yolunu aktive
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ederek EPC diferansiasyonunu ve sayısını arttırdıkları gösterilmiştir. Aynı çalışmada

farmakolojik P13K blokerlerinin kullanılması, EPC diferansiasyonu ve sayısının

azalmasına sebep olmuştur (4). Bütün bu çalışmaların sonucunda statinlerin vasküler

endotel hasarını düzeltmede etkili ajanlar oldukları ve reendotelizasyonda rol

aldıkları öne sürülmüştür.  Çalışmamızın sonuçları literatürle uyumlu olup, statin

tedavisiyle EPC sayılarında artış saptanmıştır.

Sonuç olarak çalışmamızda immünsüpresif tedavide kullanılan rapamisinin endotel

üzerine olan etkileri değerlendirilmiştir. Yapılan çalışmalarda özellikle endotel

progenitör hücre sayısı ve fonksiyonları üzerine etkileri ön planda tutulmasına

karşılık, çalışmamızda rapamisin uygulaması sonucunda dolaşan matür endotel hücre

sayısında önemli bir artış saptanmıştır. Bu nedenle daha uzun dönemli ve EPC

fonksiyonlarının değerlendirildiği çalışmalar gereklidir.  Statin veya eritropoetin

uygulaması ise, endotel hasarını anlamlı derecede azaltmış ancak endotel progenitör

hücre sayısını istenilen düzeyde arttıramamıştır. Rapamisinin uzun dönem kullanımı

endotel fonksiyonlarını etkileyerek, transplant sonrasında hasta kaybının en önemli

nedeni olan kardiyovasküler hastalıkların gelişimine zemin hazırlayabilir. Bu

nedenle, vasküler koruyucu etkiye sahip ilaçlarla beraber kullanımları uzun vadede

koruyucu olup, kardiyovasküler sistem hastalıklarının gelişimini engelleyebilecektir.
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   6.ÖZET

   Son dönem böbrek yetmezliğinde günümüzde en seçkin tedavi yöntemi böbrek

nakli olup hasta ve graft survileri 5 yıllık takiplerde %80-85 arasındadır. Böbrek

nakli sonrasında görülen graft kaybının en önemli sebebi çalışan graft ile hasta

ölümüdür. Bu ölümlerin en fazla sebebi ise kardiyovasküler hastalıklardır. Böbrek

nakli hastalarında graft fonksiyonu, kullanılan immünsüpresif ilaçlar, geçirilmiş akut

rejeksiyon atakları ve CMV enfeksiyonları, klasik risk faktörleri dışında bu hasta

grubuna özgü kardiyovasküler risk faktörleridir.

Son yıllarda KVS risk faktörleri varlığında gelişen endotel hasarını tamir etme

yeteneği olduğu düşünülen, endotel progenitör hücre (EPC) adı verilen öncül

hücreler tanımlanmıştır. EPC ler endotel hasarı olduğunda kemik iliğinden mobilize

olarak, hasarlı endotel bölgesine ulaşmakta ve neo-vaskülarizasyon sürecini

başlatarak morfolojik ve fonksiyonel endotel bütünlüğünü sağlamaktadır. Bu EPC

adı verilen öncül hücrelerin kemik iliğinden mobilizasyonu ve hasarlı bölgeye

yerleşmesine aracılık eden değişik sitokin, hormon ve sinyal iletim sistemleri olduğu

gösterilmiştir.

Son yıllarda yapılan çalışmalarda immünsüpresif tedavide kullanılan ve

antiproliferatif bir ajan olan rapamisin kullanımının, endotel progenitör hücrelerinde

apoptozis yaparak, bu hücrelerin sayı ve fonksiyonlarında azalmaya neden olduğu

çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir.

Bu çalışmada deneysel hayvan modelinde yüksek doz Rapamisinin ve Rapamisin ile

beraber Eritropetin alfa ve Atorvastatin uygulamasının endotel hasarı ve EPC sayıları

üzerine olan etkileri değerlendirilmiştir. Çalışma sonunda Rapamisin kullanımı ile

belirgin endotel hasarı oluşmuş ve hasara yanıt olarak EPC sayılarında artış

gözlenmiştir. Rapamisin ile beraber eritropetin ve statin uygulanan guplarda endotel

hasarı göstergesi olan matür endotel hücre sayılarında sadece rapamisin uygulanan

gruba göre anlamlı düşüş saptanmıştır. Bu bulgu, eritropetin ve statinin  vasküler

koruyucu etkileriyle açıklanmıştır. Bununla beraber statin ve eritropetin endotel

progenitör hücre sayılarında da artışa neden olmuşlardır.
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Sonuç olarak böbrek nakli sonrasında hasta ve greft kaybının en önemli sebebi

olmaya devam eden kardiyovasküler nedenli ölümlerin azaltılması için klasik risk

faktörlerinin yanısıra transplantasyona özgü risk faktörleri değerlendirilmelidir.

Özellikle transplantasyon immünsüpresyonunda kullanılan ilaçlar, endotel hasarına

yol açarak kardiyovasküler hastalık gelişiminde etkili olabilir. Uzun vadede bu

ilaçlarla beraber vasküler koruyucu etkileri olduğu düşünülen ajanların birlikte

kullanımı, KVS hastalıkları gelişimine karşı 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 used 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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