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OZET

Giris ve amag¢: Transplantasyon pratiginde sik¢a kullanilan Rituksimabm
aterosklerotik siiregte yer alan inflamatuvar sitokinler ve ox-LDL antikorlar1 gibi bazi
parametrelere olasi etkileri sozkonusu olabilir. Bu konu transplantasyon pratiginde detayli
olarak irdelenmemistir. Transplantasyon sonrasi en Onemli mortalite nedeni olan
kardiyovaskiiler hastaliklar acisindan bu potansiyel etkinin ortaya konulmasi amaglanarak bu

caligma planlanmistir.

Yontem: Calismaya 6zge¢mislerinde 6nemli bir kardiyovaskiiler olay ge¢irmemis ve
renal transplantasyon yapilmis olan toplam 40 hasta alindi. Hastalar degisik amaclarla
Rituksimab (RTX) alan (n: 27) ve kontrol grubu (n:13) olarak ikiye ayrildi. Hastalarin
poliklinik kartlar1 incelenerek demografik, klinik ve laboratuar 6zellikleri ile posttransplant
gelisen kardiyovaskiiler ve diger komplikasyonlar kaydedildi. Her iki gruba dahil edilen
hastalardan alinan kan orneklerinde CD19(+) B lenfosit, CD3(+) T lenfosit, CD16 ve
CD56(+) NK hiicrelerin sayimlar ile IL-10, TNF-alfa, TGF-beta gibi sitokinlerin ve anti-
oxLDL antikorlarinin diizeyleri 6lgiildii. Alinan kantitatif 6l¢lim sonuglart RTX ve kontrol

gruplart arasinda karsilastirildu.

Bulgular: RTX ve kontrol grubuna alinan hastalarin yas ortalamalar1 ve cinsiyetleri
sirast ile 42.9 + 13.5 (17 E-10 K) ve 42.6 + 15.4 (8 E — 5 K) olarak saptandi. Kontrol
grubundaki hastalarda renal transplantasyon oncesinde ve sonrasinda aterosklerotik olay
oykiisii yoktu. RTX grubunda ise transplantasyon oncesinde aterosklerotik olay oykiisii
yokken, transplantasyon sonrasinda 2 hastada aterosklerotik olay geligsmisti. RTX grubunda
CD19(+) B lenfosit yiizdesi ve mutlak sayisi ile CD3(+) T lenfosit , CD16 ve CD56(+) NK
hiicresi, CD45(+) T lenfosit mutlak sayis1 kontrol grubuna goére anlamli (p < 0.05) olarak
daha diistik bulundu. Gruplar arasinda CD3(+) T lenfosit, CD16 ve CD56(+) NK hiicresi
yiizdesi, TNF-alfa, TGF-beta ve anti-oxLDL diizeylerinin anlamli (p > 0.05) farklilik
gostermedigi gozlemlendi. Diizey tayini yapilan sitokinlerden sadece IL-10 degeri RTX
grubuna dahil edilen hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli (p < 0.05) olarak yiiksek
Olctilddi.

Sonu¢: Sonug olarak, renal transplantasyon hastalarinda Rituksimabin aterosklerotik
slirecte yer alan immun olaylarda rol alan T ve B lenfosit fonksiyonlarini ve bazi sitokinleri
etkileyebilecegi goriilmistiir. Bu nedenle posttransplant kardiovaskiiler olay gelisimine
olumsuz bir etkisinin olmayacagi sdylenebilir. Olgu sayisinin arttirilmast olumlu etki

acisindan da daha net yargilara ulagilmasini saglayabilecektir.

Vil



ABSTRACT

Introduction: Rituximab, which is frequently used in transplantation practice, may have
potential effects on certain parameters such as inflammatory cytokines and ox-LDL antibodies
that affect the atherosclerotic process. There is no detailed discussion about this issue in
transplantation practice. This study was planned with the aim of presenting this potential
effect in terms of cardiovascular diseases which is the most important mortality cause after
transplantation.

Method: A total of 40 patients who did not have a significant cardiovascular event on their
background and underwent renal transplantation were included in the study. Patients were
divided into two groups as rituximab (RTX) (n: 27) (patients who had treated with RTX for
different indications) and control group (n: 13). Demographic, clinical and laboratory features
and post-transplant cardiovascular and other complications were recorded. In blood samples
taken from patients included in both groups, counts of CD19(+) B lymphocytes, CD3(+) T
lymphocytes, CD16(+) and CD56(+) NK cells, the levels of cytokines such as IL-10, TNF-
alpha, TGF-beta and anti-oxLDL antibodies were measured. Quantitative measurement results
were compared between RTX and control groups.

Results: The mean age and gender of RTX and control group were 42.9 + 13.5 (17 E-10 K)
and 42.6 £ 15.4 (8E-5 K) respectively. Patients in the control group had no atherosclerotic
event before and after renal transplantation. In the RTX group, there was no atherosclerotic
event prior to transplantation, but it developed in 2 patients after transplantation. The
percentage and absolute number of CD19(+) B lymphocyte and the absolute number of CD3
(+) T lymphocyte, CD16 and CD56(+) NK, CD45(+) T lymphocyte in the RTX group was
significantly lower (p < 0.05) than the control group. It was observed that CD3(+) T
lymphocyte, CD16 and CD56(+) NK cell percentage, TNF-alpha, TGF-beta and anti-oxLDL
levels did not differ significantly between groups (p > 0.05). Only IL-10 levels were
significantly (p <0.05) higher in the patients included in the RTX group than in the control

group.

Conclusion: As a result, it has been shown that rituximab can affect B and T lymphocte
functions and some cytokines involved in the atherosclerotic process in renal transplant
patients. Therefore, it can be said that there is no negative effect on posttransplant
cardiovascular event development. Increasing the number of cases could also lead to clearer
judgments on the positive impact.

VIl



GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Kronik bobrek hastahgi, tanimlamasi

Kronik bobrek hastaligi, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma sonucu bobregin sivi-
soliit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik (3 aydan uzun) ve

ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir.

Sekil 1: Kronik Bobrek Hastalig1 kriterleri (KDIGO)

Bobrek hasari belirtecleri (biri veya birkag1) | Albuminiiri

Uriner sediment anormallikleri

Tiibiiler bozukluklara bagl elektrolit ve diger
anormallikler

Biyopside tespit edilen anormallikler
Gorilintiilemede tespit edilen yapisal
anormallikler

Bobrek transplantasyonu dykiisii

GFR’de azalma GFR < 60 ml/dk/1.73 m2 (G3a-G5
kategorileri)

Sekil 2: Kronik Bobrek Hastaliginda GFR kategorileri (KDIGO)

GFR kategorisi GFR (ml/dk/1.73 m2) Tamimlama

Gl >90 Normal veya yiiksek
G2 60-89 Hafif azalmis

G3a 45-59 Hafif-orta azalmig
G3b 30-44 Orta-ciddi azalmis
G4 15-29 Ciddi azalmis

G5 <15 Bobrek yetmezligi




Renal transplantasyon, transplantasyona hazirhk, indiiksiyon ve idame tedavisi

Progresif KBH olanlara (1 yil i¢cinde son donem bobrek yetmezligi riski %10-20’den
fazla olan hastalar) renal replasman tedavisi (hemodiyaliz, periton diyalizi, renal

transplantasyon) hazirligi planlanir.

Tek yumurta ikizleri disinda tiim renal transplantasyon alicilarina rejeksiyonu
onlemek icin immunsupresyon ila¢ tedavisi uygulanir. Immunsupresyon ila¢ tedavisi

indiiksiyon ve idame tedavisi olmak iizere 2 gruba ayrilir.

Indiiksiyon tedavisi, antijen sunumu aninda T hiicre yamtin1 baskilayarak
rejeksiyonun Onlenmesine katkida bulunur. indiiksiyon tedavisi igin lenfosit baskilayici
ajanlar veya IL-2 reseptdr antagonisti (IL2-RA) kullanilmakta olup, transplantasyondan 6nce,
transplantasyon aninda veya transplantasyondan hemen sonra baslanilmasi gerekir. Lenfosit
baskilayici ajanlar, anti-timosit globulin (ATG), anti-lenfosit globulin (ALG) ve monomurab-
CD3; IL2-RA’ler ise basiliximab ve daclizumab icermektedir. IL2-RA’ler aktiflesecek T
lenfositlerin yiizeyindeki CD25 antijenine (IL-2 reseptdrii o zinciri) baglanarak IL-2 aracili T
hiicre aktivasyonunu baskilarlar. Lenfosit baskilayici ajanlara bagl yan etki siklig1 daha fazla
oldugundan indiiksiyon tedavisi icin &ncelikle IL2-RA &nerilse de yiiksek immiinolojik riskli
hastalarda lenfosit baskilayici ajanlar halen daha ¢ok tercih edilmektedir. HLA “mismatch”
sayisi, alicinin geng yasta olmasi, vericinin yashi olmasi, PRA > %0, vericiye spesifik
antijenlerin varligi, kan grubu uyumsuzlugu, greftin fonksiyon gostermeye gec baslamasi,
soguk iskemi zamaninin 24 saatten uzun siirmesi akut rejeksiyon riskini arttirmakta olup riskli

durumlar olarak degerlendirilmektedir (1).

Idame tedavisi, akut rejeksiyonu ve greft disfonksiyonunu o6nlemek amaciyla
uygulanan uzun stireli tedavidir. Tedavi transplantasyondan dnce veya transplantasyon aninda
baslanmakta olup kombinasyon tedavisi yapilir. Amag, ayr1 ayr1 ajanlara bagl toksik etkileri
minimuma indirirken optimal immunsupresyonu saglamaktir. Transplantasyondan sonraki ilk
3 ayda akut rejeksiyon riski en yiiksek oldugundan bu periyotta immunsupresif ajanlar
yliksek dozda kullanilir; fakat sonraki donemde toksik etkiyi azaltmak igin stabil hastalarda
doz azaltilmas1 yapilir. Idame tedavisi igin kortikosteroid ile birlikte veya kortikosteroid
verilmeksizin kalsindrin inhibitorii ve antiproliferatif ajan kullanilir. Kalsindrin inhibitori
olarak oOncelikle takrolimus, 2.sirada siklosporin Onerilmektedir. Mikofenolat mofetil ise

antiproliferatif ajanlar i¢inde ilk tercihtir. Diisiik immunolojik riske sahip olan ve indiiksiyon



tedavisi uygulanan hastalarin kortikosteroid tedavisi transplantasyondan 1 hafta sonra
kesilebilir (1).

Renal transplantasyon sonrasi gelisebilecek komplikasyonlar

Transplantasyon immiinolojisinde biiyiikk basarilar saglanmasina ragmen  renal
transplantasyon sonrasinda gelisen en 6nemli sorunlardan biri allogreft rejeksiyonudur.
Rejeksiyonlar farkli sekillerde siniflandirilabilir. Kreatinin yliksekligi ve diger bulgularla
kendini gosteren klinik rejeksiyonlarin yanisira sadece protokol biyopsilerinde saptanan,
normal kreatinin diizeyi ile karakterize subklinik rejeksiyonlara da rastlanmaktadir. Ortaya
¢ikma zamanina gore hiperakut (dakikalar), akut (giinler, haftalar), ge¢ akut (3-6 aydan sonra)
ve kronik (aylar, yillar sonra) diye ayirabiliriz. Patofizyolojik mekanizmaya gore ise T hiicre
aracili (hiicresel, interstisyel) ve B hiicre aracili (antikor aracili, humoral) olarak

siiflandirilmaktadir (2).

Akut hiicresel rejeksiyon, verici alloantijenlerine karsit gelisen yanit sonucu giinler
icinde ortaya ¢ikan greft fonksiyon bozuklugudur. Akut hiicresel rejeksiyon en sik nakil
sonrast ilk haftalar i¢inde gelismekte olup, ilk 6 aydan sonra siklig1 azalmaya bagslar. Akut
hiicresel rejeksiyon genelde asemptomatik olsa da, nadiren ates yiiksekligi, halsizlik, oligiiri,
greft agris1 veya hassasiyeti, hipertansiyon ve 6dem goriiliir. Cogu hasta asemptomatik oldugu
icin sadece kreatinin yiiksekligi akut rejeksiyon agisindan siiphe uyandirir (2). Akut hiicresel
rejeksiyon genelde kortikosteroid tedavisine yanit verir. Kortikosteroide yanitsiz ve

tekrarlayan akut hiicresel rejeksiyonlarda ise lenfosit basilayici antikorlar kullanilir.

Akut antikor aracili rejeksiyon, dolasan, anti-HLA, dondr spesifik antikorlarin yol
actigr greft fonksiyon bozuklugudur. Tedavi icin Kkortikosteroidlerle birlikte veya
kortikosteroidler verilmeksizin plazmaferez, intravenéz immiinoglobulin, anti-CD20 antikoru,
lenfosit baskilayic1 antikor gibi tedavi segeneklerinden biri veya birkaginin birlikte
uygulanmasi Onerilir. Akut rejeksiyon doneminde Azatiyopurin veya Mikofenolat Mofetil
tedavisi almayanlarin tedavisine Mikofenolat Mofetil eklenmesi, Azatiyopurin kullananlarda

ise Mikofenolat Mofetil’e doniisiim yapilmasi tavsiye edilir (1).

Kronik rejeksiyon veya kronik allogreft nefropatisinde, bobrek greft fonksiyonunda
tedrici bozulma olup, bu tabloya histopatolojik olarak interstisyel fibrozis ve tubuler atrofi
(IF/TA) eslik etmektedir. Hipertansiyon, kalsindrin toksisitesi, kronik antikor aracili

rejeksiyon ve diger nedenler yol agmaktadir. Kalsindrin toksisitesi biyopsi ile kanitlanmais,



eGFR’s1 40 ml/dk/1.73 m2’den yiiksek ve 500 mg/giin’den az proteiniirisi olan transplant

hastalarinda kalsindrin inhibitoriiniin mTOR inhibitorii ile degistirilmesi 6nerilmektedir (2).

Renal transplantasyon hastalarinda en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerinden
biri infeksiyonlardir. Posttransplant BKV infeksiyonu, immunsupresif tedavi protokollerinin
giiclendigi donemlerde dikkat ¢ekmeye baslayan ve zamaninda taninarak onlem alinmadigi
taktirde %50’nin {izerinde greft kaybina yol agabilen bir infeksiyondur (2). O nedenle
transplantasyondan sonraki ilk 3-6 ayda aylik, sonraki siiregte ise 1 yi1l tamamlanana kadar 3
ayda bir, ayrica serum kreatinin diizeyinde agiklanamayan yiikselme oldugunda, akut
rejeksiyon tedavisinden sonra plazmada BKV DNA diizeyine bakilmasi gerekmektedir.
Plazmada BKV DNA diizeyi 10000 kopya/ml’den fazla oldugunda transplant hastasinin

kullanmakta oldugu immunsupresif ila¢ dozlarinin azaltilmasi 6nerilir (2).

CMV infeksiyonu da posttransplant énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Ulkemizde anti-CMV 1gG pozitifligi %90 nin iizerindedir (2). Hem alic1, hem vericinin CMV
serolojisinin negatif oldugu durumlar disinda, tiim transplant alicilarina CMV profilaksisi
onerilmektedir. Profilaksi igin oral Gansiklovir veya Valgansiklovir kullanilmakta olup
transplantasyondan sonra en az 3 ay devam edilmesi gerekir. Ayrica T hiicre baskilayici
tedavi sonrasinda da 6 hafta uygulamaya devam edilir. CMV hastalig1 olanlarda haftalik
CMYV DNA monitorizasyonu yapilir. Ciddi CMV hastalig1 olanlarda intravendz Gansiklovir,
ciddi olmayan durumlarda ise intravenéz Gansiklovir veya oral Valgansiklovir ile tedavi
uygulanir. Tedaviye plazmada CMV DNA kaybolana dek devam edilir, hatta hayati tehdit
olusturan durumlarda ve tedavi altinda CMV hastalig1 sebat edenlerde plazmada CMV DNA

kaybolana dek immunspresif ilaglarin dozu azaltilir (1).

Kronik bobrek hastaligi olanlarda kardiyovaskiiler sorunlar, aterosklerozun

patogenezi

Renal disfonksiyonda tiim organlar etkilenmekte olup, kronik bdbrek yetmezliginde
(KBY) aterosklerozun da hizlandig1 ve dolayisiyla kardiyovaskiiler hastalik riskinin arttig
kanitlanmigtir. Yillardir son dénem bobrek hastaligina ateroskleroz igin ciddi geleneksel
(hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabetes mellitus) ve tiremi iliskili (hemodinamik yiiklenme,
anemi, hiperhomosisteinemi, artmis oksidatif stress) risk faktorlerinin eslik ettigi
bilinmektedir. Bu nedenle kronik bobrek hastaligi olanlarda kardiyovaskiiler morbidite ve
mortalite artigi, 6zellikle diyaliz hastalar1 i¢in savunulan “hizlanmis ateroskleroz” hipotezi ile

aciklanmaktadir.



Fakat son yillarda aterosklerozda mevcut risk faktorlerinin yanisira inflamasyonun
anahtar rol oynadig ileri siiriilmiistiir. Ayrica son donem bdbrek hastaligi olanlarda immun
yanitin bozuldugu; 6zellikle ¢esitli faktorlerin monosit/makrofajlar1 uyararak proinflamatuvar

sitokinlerin salgilanmasini arttirdig1 ve inflamasyonu tetikledigi de gosterilmistir (3).

Oksidatif stress ve liremik mikrogevre, dolasan lipitler ve lipoproteinlere etki gostererek

onlarin biyolojik 6zelliklerini degistirir.

Renal disfonksiyon dislipidemi ve aterojenik partikiillerin birikimine de yol
a¢cmaktadir. Ciinkii kompleks 6zellik tasiyan lipoprotein metabolizmasinda yer alan bir¢ok
mekanizma (6rn., karaciger, kolon, plazma, makrofajlar ve endotel hiicreleri) KBY den
etkilenmektedir. KBY de hipertrigliseridemi, LDL-kolesterol diizeyinde artis, ApoB iceren
lipoproteinlerin birikimi, lipoprotein (a) partikiilleri konsantrasyonunda artis ve HDL-

kolesterol diizeyinde azalma gibi degisiklikler goriillmektedir (4).

Serum alblimini, antioksidan 6zellige sahip major ekstraselliiler molekiil olup (5),
bobrek yetmezliginde ortaya ¢ikan proteiniirinin alblimin kaybi nedeniyle kardiyovaskiiler

mortalite artigina katkida bulundugu gosterilmistir(6).

Renal transplantasyon hastalarinda kardiyovaskiiler risk genel popiilasyona kiyasla
belirgin artsa da, transplantasyon sonrasinda kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli oranda
azalma goriilmektedir. Renal transplantasyon hastalarinda kardiyovaskiiler hastalik riskini
arttirdig1 diisiiniilen risk faktdleri de geleneksel ve geleneksel olmayan olmak iizere iki gruba

ayrilmaktadir.

Geleneksel risk faktorleri :

Degistirilebilir Degistirilemez

Hipertansiyon Yas (erkek >45 yas, kadin >55 yas)
Diyabetes mellitus Cins

Dislipidemi Irk / etnik faktorler

Sigara Ailede erken (1.derece akrabada <55 yas

erkek veya <65 yas kadin) kardiyovaskiiler
hastalik oykiisii
Obezite veya metabolik sendrom




Geleneksel olmayan risk faktorleri :

Transplantasyon ile iliskili Transplantasyon ile iliskili olmayan
Immunsupresifler Inflamasyon

Kronik bobrek hastalig Homosistein

Proteintiri CRP

Anemi Ileri glikasyon son iiriinleri

Immunsupresif ilaclarin kardiyovaskiiler risk faktorleri iizerine etkileri :

Etki Steroid Siklosporin ~ Takrolimus ~ m-TOR Antimetabolitler
inhibitorii

Hiperlipidemi ++ ++ 0/+ +++ 0

Hipertansiyon ++ ++ + 0 0

Diyabet + + ++ 0/+ 0

Ateroskleroz, biiylik ve kiigiik ¢apli arterlerin kronik inflamatuvar hastaligi olup,
koroner arter hastaligi, periferik arter hastaligi ve inme gibi 6nemli vaskiiler olaylarin altta

yatan major nedenidir.

Ateroskleroz, enzimatik ve non-enzimatik degisikliklere ugrayarak inflamatuvar yanit
kaskadina yol acan diisiik dansiteli lipoproteinlerin arter duvarinda birikimi ile karakterizedir.
Subendotelyal alanda biriken LDL-kolesteroliin oksitlesmesi sonucu oksidize LDL(0x-LDL)
olusur. oxX-LDL inflamatuvar ajan 6zelligine sahip olup, endotel hiicrelerinde adhezyon
molekiillerinin ekspresyonunu uyarir, monositlere kemoattraktant etki gosterir, onlarin
makrofajlara doniisiimiinii tetikler, fakat mobilitesini baskilar. Infiltre makrofajlar ¢opgii

reseptorler (CD36) araciligiyla ox-LDL’yi yakalayarak lipit yiiklii kopiiksii hiicrelere doniisiir.

ox-LDL, makrofajlarda sitokin salinimini uyararak, mevcut sitokinler araciligiyla
proinflamatuvar medyatorler salgilayabilen diiz kas hiicrelerini ve endotel hiicrelerini aktif
hale getirirler. Bir Th2 hiicre sitokini olan IL-4iin de endotel hiicreleri iizerine uyarici etkisi

mevcuttur.



Makrofajlarda  olusan IL-10 ve TGF-beta gibi antiinflamatuvar sitokinler
antiaterojenik 6zellige sahip T reg hiicrelerinin differensiasyonunu saglar. Makrofajlarda iL-1
reseptor antagonisti (IL-1ra) ve IL-18 baglayici protein (IL-18BP) gibi diger antiinflamatuvar

sitokinlerin de sentezlendigi gosterilmistir.

Makrofajlarda sentezlenen 1IL-12 ve IL-18 gibi sitokinler, naif T hiicrelerinin
proaterojenik oldugu bilinen Thl hiicrelerine donilislimiinii saglar, otokrin etki gostererek
makrofajlarda IFN-gamma sentezini uyarir. IFN-gamma’nin makrofajlar disinda Th1l CD4(+)

hiicreleri, CD8(+) hiicreleri, NK T hiicrelerinde de sentezlendigi gosterilmistir.

Cevre dokuda yer alan adipositler de hem pro-, hem antiaterojenik  sitokinler
salgilarlar. Bu sitokinler iginde yer alan leptin, Thl hiicrelerini uyarirken Treg hiicrelerinin

fonksiyonlarini baskilar, adiponektin ise makrofaj aktivasyonunu olumsuz etkiler.

Aterosklerotik plak gelistikce cok sayida kopiiksii hiicre apoptoza ugrar ve aselliiler
nekrotik ¢ekirdek ortaya c¢ikar. Nekrotik ¢ekirdegi saran fibrotik doku asindiginda veya
rliptiire oldugunda aci8a ¢ikan materyal dolasan koagiilan sistem ile temas ettigi i¢in trombiis

olusumu uyarilir, inme ve myokard enfarktiisii gibi olaylara yol agar (7,8).

Aterosklerozun histopatolojik 6zellikleri, aterosklerozda yer alan immiin hiicreler

ve sitokinler

Aterogenezde hem dogumsal, hem kazanilmis bagisiklik yer almakta olup, lezyonlarda
plak antijenlerine (6rn., ox-LDL) kars1 antikorlar ve aktif T hiicreleri bulunur. Kazanilmis
bagisiklik, makrofaj ve dendritik hiicre gibi antijen sunan hiicreler tarafindan antijen spesifik
TCR’ye antijen sunumunu ve ilave kostimiilator signaller (6rn., CD40L ile CD40 veya B7-1/2
ile CD28 arasindaki etkilesim) gerektirir.



Sekil 3: Aterosklerozun patogenezinde yer alan hiicreler (8)

TNF-a
TNF-a sSmcC =3
IL-1 IL-6
= IL-8 VCAM-1
Mac /—_{'\—‘ ICAM-1
:IE *13 X EC E-selectin
IL-15 P-selectin
IL-18 &
IL-23 :t;
ThoO IL-8
@ + IL-18BP
IL-6 & TGFp IL-17E/IL-25
i <h) Th1 Th2
Th17 IL- 2 W IL-4 Mac
IFNy IL-5
IL-17A ‘\ IL-13
IL-17F
“_ o1 ) I 1o
,L 23 bizsi L33
Treg TGFB e n
U IL-35 fhe- T
IL-18BP

Anti-inflammatory cytokines

Aterosklerotik plaklarda yer alan T hiicrelerinin ¢ogu, af-TCR eksprese eden ve MHC
I molekiilleri ile etkilesebilen CD4(+) Th hiicreleridir. Th hiicreleri, salgiladiklar
sitokinlerin 6zelligine gére Th1 ve Th2 hiicreleri olmak tizere 2 gruba ayrilir. Ayni1 prekiirsore
sahip olan Thl ve Th2 hiicrelerinin tipini ise gelistikleri sitokin mikrogevresi belirler. Thl
hiicre gelisimi icin mikrocevrede IL-12 ve TCR aktivasyonu, Th2 hiicre igin IL-4 varlig
gerekir. Yukarida bahsettimiz gibi IL-12 dogal bagisiklikta yer alan makrofajlar ve dendritik
hiicrelerden kaynaklanmakta iken IL-4’iin baslangic kaynagi ve iiretim mekanizmasi tam

olarak bilinmemektedir.

Th1 hiicreleri IL-2 ve IFN-gamma salgilamakta olup, hiicresel bagisiklikta, 1L-4, -5, -
10, -13 gibi sitokinler salgilayan Th2 hiicreleri ise humoral bagisiklikta yer alir. Th2
hiicrelerinin, sentezledikleri IL-15 araciligiyla B lenfositlerde antikor iiretimini uyarma
ozelligi mevcuttur. Ayrica IL-10 ve TGF-beta dendritik hiicrelerin, Thl hiicreleri uyaran
hiicrelerden Th2 hiicreleri veya Treg hiicrelerini uyaran hiicrelere doniisiimiinii saglamaktadir.
IL-10, Th2 hiicreler disinda B lenfositlerde, monositlerde ve makrofajlarda da iiretilir; Thl
hiicrelerde sitokin sentezini, antijen sunumunu, antijen spesifik T hiicre proliferasyonunu
baskilayarak genis bir immun yanit yelpazesini inhibe eder. IL-10, makrofajlar iizerine de

antiinflamatuvar etki gosterek damar duvarinda inflamatuvar yanitin baskilanmasinda yer



alir. TGF-beta’nin antiinflamatuvar etkisinden ziyade profibrotik 6zellige sahip olmasi onun

olas1 antiaterojenik fonksiyonunu desteklemektedir.

Sekil 4: Aterosklerozun patogenezinde yer alan sitokinler (8)
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Aterosklerotik lezyon gelisiminin baglangicinda Thl hiicreleri dominantlik
olustururken kronik fazda Th2 hiicrelerinin daha ¢ok oneme sahip oldugu gozlemlenmistir.
CD4(+) T hiicreleri major sitokin salgilayan T hiicreleri olsalar da CD8(+) T hiicreleri de
TNF-alfa, limfotoksin gibi sitokinler iiretirler. Proaterojenik T hiicre alt gruplarinin aktifligi
ise TGF-beta gibi fibrojenik sitokin salgilayarak plagin o6zelliklerini degistirebilen Treg

hiicreleri tarafindan ayarlanir.



Sekil 5: T lenfositler ve sitokinler (9)
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Sekil 6: Lenfositler ve hiicre yiizey belirtecleri

Hiicre tipi Hiicre yiizey belirtecleri

KoKk hiicreleri CD34+, CD31-, CD117

Tiim l6kosit gruplari CD45+

Granulosit CD45+, CD11b, CD15+, CD24+, CD114+,
CD182+

Monosit CD4, CD45+, CD14+, CD114+, CD11a,
CD11b, CD91+, CD16+

T lenfosit CD45+, CD3+

T helper hiicresi CDA45+, CD3+, CD4+

T regulatuvar hiicre CD4, CD25, Foxp3

T sitotoksik hiicre CDA45+, CD3+, CD8+

B lenfosit CD45+, CD19+, CD20+, CD24+, CD38,
CD22

Natiirel Killer hiicresi CD16+, CD56+, CD3-, CD31, CD30, CD38

B hiicreleri, T hiicrelerinin aksine lezyonlarda az sayida bulunmakta olup, etkilenen

arterlerin adventisyasinda lenfoid infiltratlarda yer alir. Onlar immunoglobulin iireterek ve
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ardigik olarak tanidiklari antijenlerle immun kompleks olusturarak ; bazi antijenleri nétralize
ederek ve onlarin klirensini hizlandirarak aterosklerozda yer almaktadirlar. B hiicrelerinin,
BCR (B cell reseptdr) araciligiyla endositoza ugrattiklar: antijenleri gesitli islemler sonrasinda
MHC II molekiilleri ile kompleks seklinde Thl CD4(+) hiicrelerine sundugu; iL-10, TNF-
alfa dahil farkli sitokinler salgilamak gibi fonksiyonlar1 oldugu da bilinmektedir (7,8,10).

Sekil 7: B lenfosit fonksiyonlari (4)

B hiicreleri, sonug olarak 3 major modalite ile aterosklerozu etkiler:

1) Antikor araciligiyla

2) T hiicre yanitin1 diizenleyerek

3) Sitokin salinimi araciligryla
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Sekil 8: B lenfositlerin gelisim basamaklari (5)

oo o B hiicreleri, gelisim kaynagina gore iki
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l b) B2 hiicreleri: yetiskinde kemik

I - iliginde hematopetik kok hiicrelerinden
el gelismektedir (10).

B1 hiicreleri, mukozal yiizeylerin bariyer fonksiyonunun siirdiiriilmesinde major role
sahip olup, genel patojen iliskili epitoplara kars1 spesifik ve germline kodlanmis B
hiicre reseptorleri tasirlar. Dogal antikor kaynagi olan B1 hiicreleri herhangi dis
antijenden bagimsiz bir sekilde olusurlar. Fosforilkolin (Pc) ve malondialdehid
(MDA) gibi oksidasyon iiriinlerine karsti Bl lenfositler tarafindan antikor
iiretilebilmektedir. Bu oksidayon f{iriinleri apoptotik ve nekrotik hiicreler, modifiye
lipoprotein  partikiilleri (6rn., ox-LDL) gibi endojen debriste de sikca
gortilebilmektedir. Sonug itibarile dogal antikorlar ve bahsedilen antijenleri hedef alan
diger antikorlar, o6lmiis hiicreler, ox-LDL dahil debris materyalinin homeostatik

klirensinde 6nemli rol oynarlar (10).

Ayrica farkli bir B1 hiicre grubu mevcut olup, bunlar IRA olarak (innate response

acivator) adlandirilmaktadir. Bu hiicreler;

- Immatiir B hiicre belirteci olan CD93 eksprese ederler;
- Yasamlarimi B1 hiicrelerinin aksine BAFFR (B cell activator factor receptor) sinyal
yolagima bagimli sekilde siirdiiriirler;

- Lipopolisakkarit uyarisina GM-CSF sekresyonu ile yanit verirler.

IRA B hiicreleri, matiir dendritik hiicrelerin gelismini uyarmakta olup, IFN-gamma

salgilayan Th1 hiicrelerinin olusumuna katkida bulunurlar(10).
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Matiir B2 hiicreleri, sekonder lenfoid organlardan tekrar dolasima gegip, makrofajlar
ve dendritik hiicrelerin sundugu antijenlerle karsilasirlar. Ardindan B2 hiicreleri aktiflesir ve
cogalir, kisa Omiirlii plazma hiicreleri, kemik iligine go¢ eden uzun 6miirlii plazma hiicreleri,
yasam boyu immiinolojik hafizay1 saglayan hafiza B hiicrelerine doniisiirler. B2 hiicreleri Fc
reseptorleri araciligiyla makrofajlar: aktiflestiren IgG2 antikorlarinin iiretimi, proaterojenik
Thl CD4(+) hiicrelerinin aktiflesmesine katkida bulunarak proaterojenik etki de
gostermektedirler (10).

Sekil 9: B lenfosit alt gruplari (6)
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Rituksimabin yapisi, etki mekanizmalari, endikasyonlari

Rituksimab simerik fare/insan monoklonal antikoru olup, bir fare anti-CD20
monoklonal antikoru olan 2B8’in agir ve hafif zincirlerinin degisken rejyonlari ile insan
Ig1’nin agir zincirinin ve insan kappa tip hafif zincirin sabit rejyonlarini igermektedir (5,11).
Fare kaynakli degisken rejyonlar selektif olarak normal B lenfositleri ve B hiicreli
lenfomalarin ¢ogunun yiizeyinde bulunan CD 20 antijenine baglanmakta olup, insan kaynakl
sabit rejyonlarin varligi ise rituksimabin insan effektor hiicrelerindeki (6rn., notrofiller,

makrofajlar) Fc reseptorlerine baglanmasini saglamaktadir (12).
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CD20 yaklasik 35 kD molekiiler agirliginda transmembran glikozillesmemis
fosfoproteindir. Pre B- ve matiir B lenfositlerde eksprese olan bu hidrofobik protein
transmembran kalsiyum iletimini saglayarak B lenfositlerin proliferasyonuna ve

differensiasyonuna aracilik yapmaktadir (5,11,13).
Rituksimabin CD 20 antijenine baglanmasi farkli yolaklarla B hiicreleri etkilemektedir:

1) CD20 aracili apoptoz:
Rituksimabin B hiicre yiizeyinde bulunan CD20’ye baglanmasi B lenfositlerin

apoptotik yolaga girigini uyarir.
Sekil 10: Rituksimab, CD 20 aracili apoptoz mekanizmasi (14)

() CD20 aracili apoptoz

-
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B Ierosit
“Ne Apoptoz

Rituksimab

2) Kilasik kompleman kaskadinin aktivasyonu:
Rituksimab, B lenfositlerde bulunan CD20’ye baglandiktan sonra Fc (sabit rejyon)
kismi C1 komplemanina baglanarak klasik kompleman kaskadinin aktivasyonuna,

membran atak kompleksinin olugsmasina ve sonugta hiicre lizisine yol acar.
Sekil 11: Rituksimab, klasik kompleman kaskadini aktivasyonu mekanizmasi (14)

(@) Klasik kompleman akivasyonu kaskadi
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3)

4)

C3b opsonizasyonu ve fagositoz:

Yukarda bahsettigimiz mekanizma ile klasik kompleman kaskadinin aktivasyonu
solubl C3 kompleman proteinlerinden C3b kompleman proteinlerinin olugmasina yol
acar. C3b, kovalent baglarla B hiicre yiizeyine baglanarak onlar1 opsonize eder. C3b
opsonize hiicreler, nétrofil, dendritik hiicre ve makrofaj gibi fagositlerin yiizeyinde

bulunan kompleman reseptorleri tarafindan tespit edilir. C3b opsonize hiicrelerin

fagositler tarafindan taninmasi, fagositozu uyararak hiicre destriiksiyonuna yol acar.

Sekil 12: Rituksimab, C3b opsonizasyonu ve fagositoz mekanizmasi (14)

(3) C3b opsonizasyonu ve fagositoz
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IgG opsonizasyonu ve fagositoz:

Rituksimab molekiilii IgG yapili antikor olup, Fc kismi, nétrofil, dendritik hiicre ve
makrofaj gibi fagositlerin ylizeyinde bulunan Fc reseptorleri tarafindan taninmaktadir.
Rituksimabin B lenfositlerde bulunan CD20’ye baglanmasi, IgG opsonize B
hiicrelerinin fagositler tarafindan fagosite edilmesine ve hiicre destriikksiyonuna yol

agar.

Sekil 13: Rituksimab, IgG opsonizasyonu ve fagositoz mekanizmasi (14)
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5) Natiirel Killer (NK) hiicreleri aracili antikor-iligkili hiicresel sitotoksisite (ADCC):
Ritiikksimab molekiiliniin IgG yapisindaki Fc kismi, natiirel killer hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan Fc reseptorleri tarafindan da taninmaktadir. IgG opsonize B
hiicrelerinin natiirel killer hiicreleri tarafindan taninmasi onlarin degraniilasyonuna ve

hiicrelerin lizisine yol agar (10).
Sekil 14: Rituksimab, NK hiicre aracili antikor iliskili hiicresel sitotoksisite
mekanizmasi (14)
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Rituksimab uygulamasini takiben, sonu¢ olarak, kompleman aracili ve kompleman
aracili olmayan mekanizmalarla B hiicre proliferasyonun onlenmesi, apoptozu ve lizisi
gerceklesmektedir. Uygulamadan 1-3 giin sonra periferik kanda B lenfosit diizeyinde azalma
baslar, 1-6 hafta sonra ise hastalarin ¢cogunda bu siire¢ tamamlanir. B hiicre deplesyonu,
hastalarin %80’den fazlasinda 6-9 ay devam eder, hatta 2 yila kadar uzayabilir. B hiicre
onarimi uygulamadan 6 ay sonra baslasa da ortalama B hiicre diizeyinin normale ulagmas1 12
ay sonra gerceklesir (5,15,16). CD20 antijeni eksprese etmeyen plazma hiicrelerinde ise

benzer etki goriilmez (13).

Rituksimab ile B hiicre deplesyonu sonucu matiir B lenfositlerinin antikor {ireten
plazma hiicrelerine doniisiimii, dolayisiyla alloreaktif antikor yapimi engellenir; B lenfosit

antijen sunumu ve kostimiilasyonu azaldigi igin T hiicre yaniti1 da baskilanir(16).

Rituksimab, yukarda bahsedilen etki mekanizmalarina dayanilarak nefroloji pratiginde
ABO uyumsuz transplantasyonda rejeksiyonun Onlenmesi, HLA duyarli hastalarin
pretransplant desensitizasyonunda, posttransplant akut ve kronik antikor aracili rejeksiyonda,

posttransplant lenfoproliferatif hastaligin (PTLD) tedavisinde kullanilmaktadir (11).
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AMAC

Ozellikle romatolojik hastaliklarda yogun kullanim alan1 bulan Rituksimab tedavisinin
ateroskleroz iizerine etkisi ilgi uyandirmis ve bu konuda bazi ¢alismalar yapilmistir. Nefroloji
pratiginde de son donemlerde rituksimab sik kullamlmaya baslanmistir. Ozellikle
vaskdilitlerin renal tutulumlari, renal transplantasyon hazirlik asamasindaki desensitizasyon
tedavileri ve transplantasyon sonrasi siiregteki antikor aracili rejeksiyon tedavilerinde yogun
kullanim alan1 bulmaktadir. Kronik bobrek hastaliklarinin iyi bilinen kardiyovaskiiler risk
faktorlerini tasimalart Rituksimabin bu hasta grubunda, ateroskleroza etkisi konusunda daha
biliylik 6nem tagimaktadir. Elimizde bu konuda heniiz netlesmis ve kanitlanmis veri yoktur.
Aterosklerotik siirecte etkin rol oynayabilecek bazi sitokin ve antikorlar lizerine Rituksimabin

etki gostermesi beklenebilir.

Bu nedenle yiiksek kardiovaskiiler risk tasiyan renal transplantasyon hastalarinda
rituksimabin aterosklerotik siirece etkilerini klinik ve laboratuar acisindan arastirmak amaci

ile bu ¢alisma planlanmustir.
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HASTALAR VE YONTEM

Hastalar

Calismamiza Istanbul Universitesi T1ip Fakultesi I¢ Hastaliklart ABD Nefroloji Polk.
ve Sisli Memorial Hastanesi Organ Nakli Polk’den takipli 27’si Rituksimab grubu ve 13’
kontrol grubu olmak fiizere renal transplantasyon Oykiisii olan toplam 40 hasta alindi.
Rituksimab (RTX) grubuna takip siirecinde farkli nedenlerle en az bir kez Rituksimab
uygulanmis renal transplantasyonlu hastalar, kontrol grubuna ise Rituksimab kullanim
Oykiisii olmayan renal transplantasyonlu hastalar dahil edildi. Kontrol grubu, RTX grubu ile
donor kaynagi agisindan ayni tiir transplantasyon yapilmis ve ardisik olarak poliklinik

takibimize girmis olan hastalardan olusturuldu.

Yas ve cinsiyet ayirimi yapilmaksizin ¢alismaya dahil edilen hastalarin poliklinik takip
dosyalar1 ve renal transplantasyon nedeniyle hastaneye yatig siirecinde hazirlanan epikriz
dosyalar1 detayli olarak incelendi. Her iki gruba dahil edil edilen hastalarin demografik
ozellikleri (yas, cinsiyet), primer bobrek hastaligi, hemodiyaliz ve periton diyalizi uygulanma
sliresi, renal transplantasyon dondr kaynagi, renal transplantasyon oncesinde indiiksiyon
tedavisi, renal transplantasyondan sonraki siiregte uygulanan immunsupresif tedavi rejimleri,
uygulanan ilaglara bagli gelisen komplikasyonlar, renal transplantasyon Oncesinde ve
sonrasinda aterosklerotik olay (myokard enfarktiisii, periferik arter hastaligi, serebrovaskiiler
olay) hikayesi, renal transplantasyon sonrasinda gecirilmis CMV, BKV infeksiyonu 6ykiisii
ile ilgili bilgiler toplandi. RTX grubuna dahil edilen hastalarin ayrica Rituksimab uygulanma

endikasyonlari, uygulama sayisi, uygulanma tarihi ile ilgili veriler kaydedildi.

Her iki gruba dahil edilen hastalar calismanin amaci ve dizayn1 ile ilgili
bilgilendirildikten sonra kan ornekleri alindi. Kan 6rnekleri, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji BD’nin laboratuvarlarinda deneyimli biyologlar tarafindan asagida detayli olarak
bahsedilen metodlarla degerlendirildi. Mevcut orneklerde CD19(+) B lenfosit, CD3(+) T
lenfosit , CD45(+) T lenfosit, CD16 ve CD56(+) NK hiicrelerin yiizdesi ve mutlak sayis1, IL-
10, TNF-alfa, TGF-beta gibi sitokinlerin, anti-oxLDL antikorlarin diizeyi 6l¢iildii. Alinan

kantitatif 6l¢iim sonuglart RTX ve kontrol gruplart arasinda karsilastirildi.

18



Yontemler

Calismada transplantasyon polikliniginde izlenen ve farkli nedenlerle Rituximab
kullanan hastalardan CD19(+) B hiicre, CD3(+) T hiicre, CD16 ve CD56(+) NK hiicresi,
CD45(+) T hiicresi ylizdesi ve mutlak sayis1 akim sitometri yontemiyle degerlendirmek igin
EDTA’l1 tiiplere kan alindi. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen tiim hastalardan ELISA
yontemi ile anti-oX-LDL antikoru, IL-10, TNF-a ve TGF-B diizeyi tayini igin serum ornekleri
ayrild1. Testler Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda

incelendi.

AKim Sitometri ile Lenfosit Alt Gruplari yiizdesinin Belirlenmesi

Tiim hastalardan CD19(+) B hiicre, CD3(+) T hiicre, CD16 ve CD56(+) NK hiicresi,
CD45(+) T hiicresi ylizdesi ve mutlak sayis1 degerlendirilmesi i¢in BD Trucount™ tiipiine 20
uL. BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 reaktifi ve 50 pl kan o6rnegi konuldu.
Karanlikta, oda sicakliginda (20 ila 25°C) 15 dakika inkiibe edildikten sonra eritrositleri
parcalamak i¢in 450 pl lizis soliisyonu eklendi. Tiip karanlikta, oda sicakliginda (20 ila 25°C)

15 dakika inkiibe edildi ve drnek akim sitometresinde analiz edildi.
Kit icerisindeki antikorlar ve islevleri:

CD3, CD3 antijeni/T-hiicresi antijeni reseptorii (TCR) kompleksinin epsilon zinciriyle
reaksiyona girer. CD3 antijeni normal periferal kan lenfositlerinin %61 ila %85' tizerinde

bulunmaktadir.
CD16 ve CD56, NK lenfosit popiilasyonunun saptanmasini kolaylastirir.

CDA45 antijeni, lenfositler, monositler, graniilositler, eosinofiller dahil tiim insan

l6kositlerinde ve periferal kandaki bazofillerde bulunmaktadir.

CD19 insan B lenfositleri lizerinde bulunan bir antijeni tanir. CD19 antijeni insan

periferal kan lenfositlerinin yaklasik %7 ila %23'tinde bulunmaktadir.
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Sekil 15: B lenfositlerin flow sitometrik goriintiisii (20)

S3C-H
CD

CD16+56-PE S

ELISA Yontemi ile Anti-ox-LDL antikoru, IL-10, TNF-a ve TGF-p Diizey
Tayini

Orneklerin hazirlanmasi ve test prosediirii

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen tiim hastalarin serum 6rneklerinde anti-ox-LDL
antikoru, IL-10 (Diaclone, Fransa), TNF-a (Diaclone, Fransa) ve TGF-B (Diaclone, Fransa)
diizey tayini ELISA yontemi ile yapildi. Plakta dnceden belirlenmis standart kuyucuklarina
100 pl standartlar sirasiyla yerlestirildi. Blank kuyucuguna 100 pl ve 6rnek kuyucuklarina
50 ul analiz tamponu eklendi. Ornek kuyucuklarma 6rneklerden 50 pl eklendi. Biotin
konjugat hazirlandi. Hazirlanan biotin konjugattan 50 ul biitiin kuyucuklara eklendi. Plak
kapatild1 ve 400 RPM ‘de 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Streptavidin-HRP hazirlandi.
Kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa yikandi. Hazirlanan streptavidin-HRP 100 ul biitiin
kuyucuklara eklendi. Plak kapatildi ve 400 RPM ‘de 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa yikandi. TMB substrat soliisyon 100 ul biitiin
kuyucuklara eklendi. Plak kapatildi ve 10 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
100 ul stop soliisyonu eklendi. Plak ELISA okuyucuda 450nm’de okutuldu ve optik dansite
(OD) degerleri belirlendi. Standartlarin OD degerine gore olusturulan standart egri ile

orneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en diisiik, en
yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov
Simirnov testi ile Ol¢iildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde Mann-Whitney u testi
kullanildi. Nitel bagimsiz verilerin analizinde Ki-Kare test, Ki-Kare test kosullar

saglanmadiginda Fischer testi kullanildi. Analizlerde SPSS 22.0 programi kullanilmistir.
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BULGULAR

Calismaya toplam 40 hasta alindi. KBH tanis1 konulduktan sonraki siirecte farkli
nedenlerle en az bir kez Rituksimab uygulanmis olan 27 hasta ile RTX grubu olusturuldu.
Kontrol grubuna ise Rituksimab kullanim &ykiisii bulunmayan renal transplantasyonlu 13
hasta dahil edildi.

RTX grubuna dahil edilen hastalarin  %62.9’'na (n=17 hasta) antikor aracili
rejeksiyon, %22.2’ne (n=6 hasta) desensitizasyon, %3.7’ne (n=1 hasta) de novo membrandz
glomertilonefrit, %3.7’ne (n=1 hasta) anti-GBM hastaligi, %3.7’ne (n=1 hasta) fokal
segmental glomeriiloskleroz, %3.7’ne (n=1 hasta) fokal segmental glomeriiloskleroz ve

antikor aracili rejeksiyon nedeniyle Rituksimab uygulanmusti.

Rituksimab kullanan hastalardan 20 hastanin kan Ornegi son uygulamadan 6 ay

gectikten sonra, 7 hastanin kan 6rnegi ise uygulamadan sonraki 6 aylik siire i¢inde alinmisti.

Calismaya alinan tiim hastalarin yas ortalamasi 42.8 +13.8 (ortalama 44 yas) idi. RTX
grubuna dahil edilen hastalarin yas ortalamasi 42.9 + 13.5 (ortalama 44 yas), kontrol grubuna
dahil edilenlerin yas ortalamas1 42.6 + 15.4 (ortalama 44 yas) olarak hesaplandi.

RTX grubunu olusturan hastalarin %63.0’1 (n=17 hasta) erkek, %37.0’1 (n=10 hasta)
kadin; kontrol grubunu olusturan hastalarin benzer sekilde %61.5’1 (n=8 hasta) erkek, %38.8’1
(n=5 hasta) idi. Her iki gruba alinan hastalarin yaslari, cinsiyet dagilimi agisindan
karsilastirildiginda anlamli (p > 0.05) farklilik olmadig tespit edildi (Tablo 1).

Tablo 1: Rituksimab ve kontrol grubu, yas ve cinsiyet dagilimi

RTX (-) (n=13) RTX (+) (n=27) p
Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med
Yas 42.6 £ 15.4 44.0 429 +13.2 44.0 0.623 m
Cinsiyet Kadin 5 38.5% 10 37.0% 0.931
Erkek 8 61.5% 17 63.0%

™Mann-whitney u test / XKi-kare test (Fischer test)

RTX grubunu olusturan hastalar arasinda KBH’nin bilinen nedenleri arasinda
hipertansiyon en sik rastlanmakta iken, kontrol grubunu olusturan hastalarda KBH nedenleri

arasinda kaydedeger farklilik yoktu.
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Tablo 2: Rituksimab ve kontrol grubu, KBH nedenleri

Rituksimab grubu (n=27) Kontrol grubu (n=13)
Etyolojik faktdr belli degil (n=9) Etyolojik faktdr belli degil (n=3)
HT (n=4) MPGN (n=2)

Kronik Pyelonefrit (n=2) HT (n=2)

IgA nefropatisi (n=2) IgA nefropatisi (n=1)

Polikistik bobrek hastaligi (n=1) Alport sendromu (n=1)

Fokal segmental glomeriilosklerozis (n=1) FMF (n=1)

Lupus Nefriti (n=1) VUR nefropatisi (n=1)
Diyabetes Mellitus Tipl (n=1) Tek bobrek (n=1)

Anti-GBM hastaligi (n=1) Polikistik bobrek hastaligi (n=1)
Postrenal bobrek yetmezligi (n=1)

FMF (n=1)

VUR nefropatisi (n=1)

MPGN (n=1)

Hemolitik Uremik Sendrom (n=1)

RTX grubunu olusturan hastalarin ortalama %59.3’ne (n=16 hasta) yasaminin farkl
donemlerinde diyaliz tedavisi uygulanmigken kontrol grubunu olusturan hastalarin ortalama

%92.3’de (n=12 hasta) diyaliz tedavisi oykiisii mevcuttu.

RTX grubundaki hastalarin kullanmis olduklari renal replasman tedavi yontemleri

asagida 6zetlenmistir:

Hemodiyaliz: %37 (n=10 hasta)

Periton diyalizi:%11.1 (n=3 hasta)

Hemodiyaliz, periton diyalizi: %11.1 (n=3 hasta)

Diyaliz 6ykiisii bulunmayanlar: %40.7 (n=11 hasta)

23




Kontrol grubundaki hastalarin ise renal replasman tedavi yontemleri asagidaki gibidir:
Hemodiyaliz: %76.9 (n=10 hasta)
Periton diyalizi: %7.7(n=1 hasta)
Hemodiyaliz, periton diyalizi: %7.7 (n=1 hasta)
Diyaliz oykiisti bulunmayanlar: %7.7 (n=1 hasta)

RTX grubunu olusturan hastalarin diyalize girme siireleri ortalama 4.1 +4.1 yil,

kontrol grubunu olusturan hastalar i¢in bu siire 4.9 + 4.2 yil olarak hesaplandi.

Her iki gruba dahil edilen hastalar hemodiyaliz ve periton diyalizi gibi renal replasman
tedavi gereksinimleri ve siiresi agisindan karsilastirildi, Rituksimab kullanan hasta grubunda
diyaliz tedavisi gorme oraninin anlaml (p < 0.05) olarak daha diisiik oldugu, fakat iki grup

arasinda diyaliz siiresi agisindan anlamli (p > 0.05) farklilik olmadig: saptandi (Tablo 3).

Tablo 3: Rituksimab ve kontrol grubu, diyaliz siklig1 ve siiresi dagilimi

RTX (-) (n=13) RTX (+) (n=27) o
Ort.%s.s./n-% Med Ort.%s.s./n-% Med
Yok 1 7.7% 11 40.7% ,
Diyaliz 0.033 X
Var 12 92.3% 16 59.3%

™Mann-whitney u test / ¥ Ki-kare test (

100%

80%

60%

40%

20%

00%

RTX (-) RTX (+)

B Diyaliz Yok @Diyaliz Var
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RTX grubuna dahil edilen hastalarin herhangi birinde renal transplantasyon
oncesinde koroner anjiyografi, koroner stentleme, koroner by-pass gibi aterosklerotik olay
Oykiisiine rastlanmadi. Fakat 2 hastada renal transplantasyon sonrasinda aterosklerotik olay
gelismisti. Her 2 hastada da aterosklerotik olay Rituksimab uygulamasindan &nce
gerceklesmisti. Canlidan renal transplantasyon Oykiisii bulunan hastalardan birine
transplantasyondan 4 yil sonra 2 damara koroner by-pass cerrahisi, 8 yil sonra Cx’e stent
implantasyonu, diger bir hastaya ise transplantasyondan 1 yil sonra AMI sonrast LAD ve
OM’e stent implantasyonu, 5 yil sonra ise sol ana iliak artere stent implantasyonu
uygulanmistr. Ayn1 hastaya LAD’a stent implantasyonundan 4 yil sonra tekrarlanan koroner
anjiyografide LAD yine total tikali saptanmisti. Ayrica bir hastada renal transplantasyondan

4 y1l sonra common iliak arterde trombus gelistigi bilgisine ulasildi.

Kontrol grubuna dahil edilen hastalarin herhangi birinde renal transplantasyona kadarki
ve transplantasyondan sonraki takip slirecinde aterosklerotik olay gelismemisti. Mevcut
verilere dayanarak iki grup arasinda renal transplantasyondan sonra aterosklerotik olay

sikliginda anlamli (p<0.05) degisiklik saptanmadig1 goriildii.

Kontrol grubuna dahil edilen hastalarin herhangi birinde transplantasyondan onceki
takip siirecinde immunsupresif tedavi gereksinimi olmamisti. RTX grubunu olusturan
hastalarin ise sadece ikisinin transplantasyon Oncesinde immunsupresif tedavi Oykiisii
mevcuttu : 1 hastaya MPGN tanisiyla farkli zamanlarda “pulse” steroid, Mikofenolat Mofetil
tedavisi; diger hastaya ise anti-GBM tanisiyla “pulse”steroid, Siklofosfamid, Mikofenolat

Mofetil, Intravenéz Immunoglobulin tedavisi uygulanmisti.

Kontrol grubuna dahil edilen hastalarin %30.8’inde (n=4 hasta), RTX grubuna dahil
edilenlerin ise %29.6'sinda (n=8 hasta) indiiksiyon tedavisi uygulanmisti.  Iki grup
indiiksiyon tedavisi uygulanma siklig1 acisindan kiyaslandiginda anlamli (p>0.05) farklilik

bulunmada.

Hem RTX, hem kontrol grubuna dahil edilen hastalar renal transplantasyon
sonrasinda siklosporin bazli (siklosporin, mikofenolat mofetil, prednizolon ) ya da takrolimus
bazli (takrolimus, mikofenolat mofetil, prednizolon) immunsupresif tedavi rejimleri ile takip
edilmekteydi. Transplantasyon sonrasinda RTX grubunu olusturan hastalarin %44.4’ne (n=12
hasta) siklosporin bazli rejim, %55.6’na (n=15 hasta) ise takrolimus bazli rejim; kontrol
grubuna giren hastalarin ise %38.5’ne (n=5 hasta) siklosporin, %53.8’ne (n=7 hasta)

takrolimus bazli rejim baslanmisti. Iki grup renal transplantasyon sonrasinda uygulanan
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immiinstpresif tedavi rejimleri agisindan karsilastirildiginda  anlamli (p>0.05) farklilik

saptanmadi.

Renal transplantasyondan sonraki takip siirecinde ayri ayri ilaglara bagli gelisen yan
etkiler nedeniyle bazen tedavi degisikligi yapilmasi gerekmisti. Ornegin RTX grubundan 2
hastanin, benzer sekilde kontrol grubundan da 1 hastanin Mikofenolat Mofetil yerine
Azatiyopurin kullandig tespit edildi. Siklosporine bagli olarak 2 hastada hirsutizm, 1 hastada
dis eti hiperplazisi, 1 hastada mikroanjiyopatik hemolitik anemi, 1 hastada bobrek
biyopsisinde kalsinorin toksisitesi ile uyumlu bulgular saptanmisti. Takrolimusa bagli olarak
1 hastada atipik HUS, 1 hastada kan sekeri yiiksekligi, 1 hastada bdbrek biyopsisinde fokal
izometrik vakuolizasyon, 1 hastada anemi saptanmisti. Bu hastalarda bu yan etkiler nedeni ile
kalsindrin tedavileri kesilmisti. Mikofenolat Mofetil’e bagli olarak ise 1 hastada sitopeni, 1

hastada ishal gézlemlendigi icin tedavi degisikligi gereksinimi olmustu.

Her iki gruba dahil edilen hastalarda renal transplantasyon sonrasi takipte CMV ve
BKYV infeksiyonu o6ykiisii incelendi. Kontrol grubuna dahil edilen hastalarin herhangi birinde
CMV infeksiyonu gelismezken RTX grubundaki hastalarda %29.6 oraninda (n=8 hasta)

CMV infeksiyonu Oykiisii mevcuttu.

Kontrol grubuna dahil edilen hastalarin %7.7°sinde (n=1 hasta), RTX grubu
hastalarinin %18.5’de (n=5 hasta) BKV infeksiyonu gelismisti. Sonug olarak transplantasyon
sonrasi donemde iki grup arasinda BKV infeksiyonu agisindan anlamli fark gézlemlenmezken
Rituksimab alan hastalarda CMV infeksiyonunun anlamli olarak (p<0.05) daha yiiksek oranda
gelistigi tespit edildi.

Renal transplantasyon sonrasinda geligebilecek komplikasyonlardan biri de akut
rejeksiyondur. Akut rejeksiyonun kontrol grubuna dahil edilen hastalarin %7.7°sinde (n=1
hasta) , Rituksimab kullanim &ykiisii bulunan hastalarin ise %37'sinde (n=10 hasta) gelismis
oldugu goézlemlendi. Mevcut sonuglara dayanarak farkli nedenlerle Rituksimab alan

hastalarda akut rejeksiyon sikliginin anlamli (p>0.05) farklilik gostermedigi tespit edildi.
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Tablo 4: Rituksimab ve kontrol grubu, indiiksiyon tedavisi, idame tedavisi, infeksiyonlar,

aterosklerotik olaylar, akut rejeksiyon sikligi, dagilimi

RTX (-) (n=13) RTX (+) (n=27) p
n % n %
Posttx KAH Yok 13 100.0% 25 92.6% 1.000 ¥
Var 0 0.0% 2 7.4% '
Pretx Yok 9 69.2% 19 70.4% 0.941 ¥
indiiksiyon Var 4 30.8% 8 29.6% '
Posttx BKV Yok 12 92.3% 22 81.5% 0369 ¥
inflamasyon  Var 1 7.7% 5 18.5% '
Posttx CMV Yok 13 100.0% 19 70.4% 0.028 *
inflamasyon  Var 0 0.0% 8 29.6% ’
CsABazl Yok 8 61.5% 15  55.6% 0720 %
Rejim Var 5 38.5% 12 44.4% '
0, 0,
FK Bazli Rejim  OF ° o-2% o & 0.919 %
Var 7 53.8% 15 55.6%
Akut Yok 12 92.3% 17 63.0% 0.052 %
Rejeksiyon  Var 1 7.7% 10 37.0% '

¥Ki-kare test (Fischer test)

Her iki gruba dahil edilen hastalardan alinan kan 6rneklerinde CD19(+) B lenfosit, CD3
(+) T lenfosit , CD16 ve CD56(+) NK hiicrelerin yiizdesi ve mutlak sayisi, CD45(+) T
lenfosit mutlak sayisi, IL-10, TNF-alfa, TGF-beta gibi sitokinlerin, anti-ox-LDL antikorlar
diizeyi tayini yapildi. Bahsedilen lenfosit yiizey belirteglerinin ve antikorlarin kantitatif
diizeyleri ve immun hiicrelerin mutlak sayisi, yiizdesi Tablo-5’de 6zetlenmistir. Iki grup
mevcut sonuglara gore kiyaslandiginda RTX grubunda CD19(+)B lenfosit yiizdesi, CD19(+)
B lenfosit, CD3(+) T lenfosit, CD16 ve CD56(+) NK hiicresi degeri, CD45(+) T lenfosit
mutlak sayisinin  kontrol grubuna gore anlamli (p < 0.05) olarak daha diistik ol¢iildigi

saptandi.

Her iki grup arasinda CD3(+) T lenfosit, CD16 ve CD56(+) NK hiicresi yiizdesi,
TNF-alfa, TGF-beta ve anti-ox-LDL diizeylerinin anlamli (p > 0.05) farklilik gostermedigi

gozlemlendi.

Diizey tayini yapilan sitokinlerden sadece IL-10 degeri RTX grubuna dahil edilen
hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlaml1 (p < 0.05) olarak yiiksek dl¢iildii.
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Tablo 5: Rituksimab ve kontrol grubu, immun hiicrelerin mutlak sayisi, yiizdesi, anti- ve

proinflamatuvar sitokinlerin kantitatif diizeyi dagilimi

RTX (-) (n=13)

RTX (+) (n=27)

Ort.ts.s. Med Ort.ts.s. Med P
CD19(B) % 57 +48 5.6 19 £25 0.9 0.002 ™
CD3(T)% 86.9 £ 6.6 89.3 89.6 +7.6 91.7 0.141m™
AbsCntCD19 145.5 + 149.9  106.1 27.4 +50.2 6.2  0.000 ™
AbsCntCD3 1908 + 622 2190 1175 + 700 1082 0.008 ™
AbsCntCD16-56 713.9 £ 1996.2 106.5 94.6 + 90.0 79.7 0.049 ™
AbsCntCDA45 2219 + 781 2467 1333 + 777 1322 0.005 ™
NK(CD16-56)% 6.8 £5.1 5.7 7.6 £6.4 5.1 0.988 m
IL-10 (pg/ml) 4.6 +0.9 4.4 6.1 + 2.4 54  0.043 ™
TNF-alfa(pg/ml) 10.5 + 3.4 9.0 58.3 +111.1 121  0.112m
TGF-beta(ng/L) 613.1 +496.7 3348  465.6 +3957 3150 0.254™
oxldl (ng/L) 4597 + 4167 2162 3845 + 3386 2092 0.634m
™Mann-whitney u test
CD19(B) % AbsCntCD19
06 1 160 -
05 - 140 -
120 -+

04 1 100 -

03 - 80 -

02 - 60 1

40 - T
01 - 20 A s
00 T f 00 T
RTX (-) RTX (+) RTX (-) RTX (+)

28



800 A

700 -
600 -
500 -
400 -

300 A
200 -
100 -
00

AbsCntCD16-56

RTX (-) RTX (+)

07
06
05
04
03
02
01
00

IL-10 (pg/ml)

RTX (-)

RTX (+)

29




RTX grubunda renal transplantasyondan kan Orneklerinin alinmasina kadar gegen
siire kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli (p < 0.05) olarak daha diistik bulundu (Tablo
6).

Tablo 6: Rituksimab ve kontrol grubu, tx-ornekleme siiresi dagilimi

RTX (-) (n=13) RTX (+) (n=27) o
Ort.%s.s. Med Ort.ts.s. Med
Tx-6rnekleme siresi (Yil) 9.4 +3.1 9.0 6.7 £ 4.7 8.0 0.024 ™

™ Mann-whitney u test

Tx-6rnekleme siresi (Y1)

08 -+

04 -+

00 ; — .
RTX (-) RTX (+)
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TARTISMA

Kardiyovaskiiler olaylar giiniimiizde renal transplantasyonlu hastalarin mortalite
nedenlerinin baginda gelmektedir. Bu patolojik siirecin baslangici olan aterosklerozla ilgili, bu
hasta grubu bilinen bir¢ok risk tasimaktadir. Bu risklerden bazilar1 kronik bobrek hastaligi ve
diyaliz siirecinden gelmekte, bazilari da transplantasyon sonrasi eklenmektedir. Ornegin
kalsindrin inhibitorlerine bagli endotel disfonksiyonu, iizerinde iyi ¢alisilan ve ateroskleroz
patogenezine katkisi netlesmis O6nemli bir sorundur (18). Buna benzer sekilde renal
transplantasyon hastalarinda aterosklerotik siirece potansiyel etkileri olabilecek diger ilaglar
da merak konusu olmaktadir. Rituksimab da bu ilaglardan birisidir. Son yillarda renal
transplantasyon pratiginde sik uygulanmaya baglanmistir. Ozellikle transplantasyon &ncesinde
immiinolojik yonden duyarli hastalarin desensitizasyonu ve posttransplant dénemde de
gelisen antikor aracili rejeksiyonlarin tedavisi en yogun endikasyon buldugu alanlardir. Bunun
disinda orijinal hastaliklarin niiksii ve de novo gelisen FSGS olgularinda da kullanilmaktadir.
Isve¢ grubunun induksiyon tedavisinde RTX kullandiklari bir hasta grubu ile ilgili
yayimladiklar1 3 senelik bir gozlem RTX’in ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
ilgili baz1 olumsuz etkileri olabilecegi siiphesini uyandirmistir. Bu ¢aligmada induksiyon
tedavisi olarak Rituksimab kullanan 68 hastadan olusan grupta kontrol grubuna gore
kardiyovaskiiler mortalite anlamli olarak artmistir (19,20). Bundan sonraki dénemde de bu
konuyu irdeleyen az sayida g¢alisma bulunmaktadir. Bu c¢alisma ozellikle aterosklerotik
stirecteki inflamatuvar sitokinler ve ox-LDL antikorlar1 gibi serolojik belirtegler iizerine
Rituksimabin etkisinin arastirilacagi bir ¢calisma olarak diizenlenmistir. Primer hedef noktasi
olarak bu belirteclerdeki degisiklikler bize uzun donemdeki aterosklerotik siirece yonelik de
projeksiyon yapma imkani taniyabilecektir. Bunun yaninda kisa izlem siiresi nedeni ile
kardiyovaskiiler olay gelisimi ile ilgili onemli bir c¢ikarim yapilamayacagi c¢alisma

baslangicinda 6ngoriilmiistiir.

Literatiire baktigimizda renal transplantasyon disi alanlarda ozellikle romatolojik
hastaliklarda Rituksimabin vaskiiler etkileri konusunda c¢alismalar bulunmaktadir. Bu
calismalardan birinde G.Kerekes ve ark. romatoid artrit hastalarinda rituksimab tedavisinin
endotelyal disfonksiyon, karotis aterosklerozu ve lipit profili lizerine etkilerini incelemislerdir.
Bu ¢alismaya alinan romatoid artritli 5 kadin hastaya, 2 hafta ara ile 1000 mg Rituksimab
intravendz yolla uygulanmis ve 1.uygulamadan 2, 6 ve 16 hafta sonra yiiksek rezoliisyonlu B-

mod ultrasonografi ile brakiyal arterde akim aracili vazodilatasyon (flow mediated
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vasodilation; FMD) ve common Kkarotis intima-mediya kalinligi (common carotid intima-
media thickness; ccIMT), lipit profili tayini yapilmistir. Rituksimab uygulamasindan sonra 2.,
6. ve 16. haftalarda FMD’de ortalama %30, %22 ve %81 oraninda iyilesme saptanarak bu
degisiklik FMD’de hizli ve kalict iyilesme olarak degerlendirilmistir. Fakat 2, 6. ve 16.
haftalarda yapilan 6l¢iimlerde ccIMT’de sadece %10, %9 ve %2 oraninda azalma goriilerek
RTX’1n kisa periyotta ateroskleroz iizerine az etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Laboratuvar
Olgtimlerinde trigliserit diizeyinde %3-11 azalma izlenirken, HDL-kolesterol diizeyinde ise

%14-35’1ik artis saptanmustir (21).

Mevcut konuyu ele alan ikinci biiyiik galisma D.Novikova ve ark. tarafindan romatoid
artritte Rituksimabin lipitlere, arteryel sertlige ve karotis intima-medya kalinligina etkisini
aragtirmak amaciyla yapilmistir. Caligmaya romatoid artrit tanili ve asikar kardiyovaskiiler
hastalig1 olmayan 54 hasta alinarak, 2 hafta ara ile intraven6z yolla 500 mg veya 1000 mg
Rituksimab uygulanmigtir. Bu hastalarda uygulamadan 6nce ve 24 hafta sonra lipitler, C-
reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hizi, RF IgM, DAS 28, dijital voliim nabiz kontur
analizi ile arteryel sertlik (SI : sertlik indeksi, RI: rezoliisyon indeksi), yiiksek rezoliisyonlu
B-mod Kkarotis ultrasonografi ile common karotis intima-medya kalinlig1 tayini yapilmustir.
EULAR kriterlerine dayanarak hastalar 2 gruba ayrilmistir: 1) 24 haftadan sonra Rituksimab
tedavisine orta/iyi yanit verenler (41 hasta;%75); 2) Rituksimab tedavisine yanit vermeyenler
(14 hasta; %25). Son Olgiimlerde trigliserit diizeyinde %9, HDL-kolesterol diizeyinde
%23’liik artis, aterojenik indekste %14 azalma; SI’de %57’lik ve RI’de %24’liikk azalma,
common Karotis intima-medya kalinliginda %9’liik azalma saptanmustir. Birinci grupta C-
reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hizi, RF IgM, DAS 28°de istatistiksel olarak anlamli
diizeyde (p <0.05) azalmaya kardiyovaskiiler parametrelerin iyilesmesi eslik etmistir. Ikinci
grupta ise lipitler, arteryel sertlik ve common karotis intima-medya kalinliginda anlamli
diizeyde degisiklik izlenmemistir. Sonug olarak, kardiyovaskiiler hastaligr olmayan romatoid
artritli hastalarda Rituksimab kullaniminin sistemik inflamasyonu baskiladigi, lipit profilini ve
aterojenik indeksi iyilestirdigi, karotis intima-medya kalinligini azalttigi, arter duvarinin

elastik ozelliklerini diizelttigi gosterilmistir (22).

Priscilla Y. Hsue ve ark. tarafindan ise "Romatoid artritli hastalarda Rituksimab ile B
hiicre deplesyonu endotelyal fonksiyonu iyilestirir ve inflamasyonu azaltir" bagligi altinda son
genis kapsamli ¢alisma gergeklestirilmistir. %95’ini kadinlarin olusturdugu bu ¢aligmaya 20
hasta dahil edilmistir. 0. ve 15. giinlerde inravendz yolla 1000 mg Rituksimab uygulanan bu

hastalarda 0., 12. ve 24. haftalarda FMD, inflamatuvar belirtegler 6l¢timii ve reaktif hiperemi
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ile klinik degerlendirmeler yapilmistir. FMD’nin bazal degeri %4.5 + 0.4 iken 12. haftada
%6.4 £ 0.6 (p<0.0001) Olciilmiis, 24. haftada bu beklenen olumlu degisim devam etmistir.
Hiperemik velositede de benzer azalma paterni izlenen bu hastalarda 24. haftada yiiksek
sensitif C-reaktif protein, eritrosit sedimentasyon hizi ve dolasan CD19(+) B hiicre diizeyinde
sebat eden bir gerileme gozlemlenmistir. Calisma siirecinde kolesterol ve trigliserit diizeyinde
orta diizeyde artis izlense de diger sonuglar géz Oniinde bulundurularak Rituksimabin
romatoid artritli hastalarda artmis kardiyovaskiiler riskin azaltilmasinda etkin role sahip

olabilecegi sonucuna varilmistir (23).

Bahsedilen calismalarda sadece romatoid artritli hastalarin yer aldigini, ¢alismaya
daha az sayida hasta katildigini, kontrol grubu olusturulmadigini, ayrica aterosklerozun
immun temelinde yer alan inflamatuvar belirteglerin degerlendirilmedigini g6z Oniinde
bulundurarak Rituximabin yogun olarak kullanim alani buldugu renal transplantasyonlu

hastalarin bu agilardan incelenmesi amaci ile bu ¢alismayi tasarladik.

Calismamiza 13’1 kontrol grubu olmak iizere renal transplantasyon yapilmis 40 hasta
dahil edildi. Ayrica aterosklerotik siirecte yer alan immiin hiicrelerin [CD19(+) B lenfositler,
CD3(+) T lenfositler, CD16(+) ve CD56(+) NK hiicreleri] mutlak sayisi ile yiizdeleri,
CD45(+) T hiicresi mutlak sayis1 ve IL-10, TNF-alfa, TGF-beta gibi sitokinlerin ve anti-ox-
LDL antikorlarin diizeyinin tayinleri yapildi.

Aterosklerotik siirecin degisik asamalarina olumsuz katkilar1 olabilecek lenfosit alt
gruplarindan CD19(+) B lenfosit, CD3(+) T lenfosit, CD45(+) T lenfosit, CD16 ve CD56(+)
NK hiicreleri ve mutlak sayilar1 RTX grubunda kontrol gurbuna goére anlamli olarak diisiik
bulundu. Ateroskleroz agisindan olumlu bir siirece yol agabilecek bu tabloya Rituksimabin da
katkida bulundugunu sdylemek miimkiindiir. Bu belirte¢lerden 6zellikle CD19(+) B lenfosit
diizeyinin azalig1 Rituksimabin etkinligi ile olmaktadir. Bu etkinligin hasta grubumuzdaki son
Rituksimab kullanim tarihleri goz ontine alindiginda oldukga uzun siire olarak devam ettigi de
anlagilmaktadir. Rituksimab grubunda bu siire ortalama 26 ay olarak bulunmustur. Buradaki
diger lenfosit alt gruplarina olan etkinlik agisindan baska faktorlerin de devrede oldugunu
unutmamak gerekir. Calismamizdaki Rituksimab grubu ile kontrol grubuna fokuslanarak
inceledigimizde immunolojik agidan iki grup arasinda heterojen bir yapinin oldugu
soylenebilir. Bunlardan belki en o6nemlisi RTX grubunun immunolojik riski yiiksek
hastalardan olusmasi ve ilave baska immunsupressif ajanlar1 da kullanma gereksinimleri

olmasidir. Bu grupta en ¢ok karsilagilan kullanim endikasyonu akut antikor aracili rejeksiyon
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olarak bulundu. Dolayis1 ile bu hastalar daha yogun ve potent immunsupressif ajanlar
kullanmiglardi. Pulse steroid ve ATG kullanimi1 da 6zellikle CD3(+) T lenfosit sayimindaki

azalma iizerine etkili olarak yorumlandi.

Iki grup arasindaki carpici farkliliklardan birisi de RTX grubundaki preemptif
transplantasyon yapilan hasta sayisinin fazlaligrydi. Bu durum ateroskleroz ve potansiyel
kardiyak olaylar agisindan bu gruba bir istiinliik kazandirmaktaydi. Hastalarin {iremik

ortamda daha kisa siire kalmalarinin da bu konuda bir avantaj saglayacagi dngorilebilir.

Diizey tayini yapilan sitokinlerden TGF beta profibrotik 6zellikleri ile vaskiiler agcidan
inflamasyonu baskilayip atreoskleroz gelisimini dnleyebilmektedir. Ancak ¢aligmamizda TGF

beta agisindan iki grup arasinda farklilik bulunmamustir.

Ateroskleroz agisindan incelenen renal transplantasyon hastalarinda bu olumsuz
siirecin ilk basamag olan endotel disfonksiyonu ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Ozellikle
transplantasyon sonrasi kullanilan en temel ilaglardan kalsindrin inhibitorlerinin endotel
disfonksiyonu yarattig1 bilinmektedir (24). Bu c¢alismalarda Takrolimusun Siklosporine gére
daha az olumsuz etkisi oldugu bilinmektedir. Calismamizda her iki grupta da Takrolimus alan
hastalar ¢ogunlukta olmasma ragmen kalsinorin inhibitorleri kullanimlari agisindan bir
farklilik gézlenmemistir. Ancak hastalardaki T lenfosit ve sitokin degisimlerinde bu ilag

grubunun da etkin olabilecegi gbzardi edilmemelidir.

Bizim ¢alismamizdaki protokollerde burada adi gegen romatolojik ¢alismalardaki gibi
endotel disfonksiyonu ve orta donemde vaskiiler yapisal degisikliklerin incelenmesi
bulunmamaktadir. Ancak bu calismalarda vurgulanan inflamatuar degisikliklerin diizelmesi
gozlemlenen olumlu degisiklikler bizim c¢aligmamizdaki bazi parametrelerle de
ortiismektedir. Ornegin inflamatuar siireclerde rol aldig1 bilinen T lenfosit alt gruplarindan

CD19(+), CD3(+), CD16(+), CD56(+) ve CD45(+) T lenfosit sayilarmin diismesi ve
antiaterojenik etkiye sahip IL-10 diizeyinin artmasi bu goriisii desteklemektedir. Ancak
unutulmamhidir ki romatoloji ¢alismalarindaki yiiksek inflamasyon potansiyeli tasiyan hasta
grubu ile renal transplantasyonlu hastalarin 06zellikleri olduk¢a farklhidir. Bizim hasta
grubumuzda akut inflamasyondan ¢ok CMV viremisi gibi uzun doénemde diisiikk derecede
inflamasyon yaratan durumlar daha sik goriilebilmektedir. Ayrica bu grupla bizim hasta
popiilasyonu arasinda kullanilan RTX dozu ile ilgili farkliliklar bulunmaktadir. Biz daha ¢ok

tek doz kullanmisken, romatolojik hastaliklarda tekrarlayan dozlarda kullanim gortilmektedir.
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T hepler yolaginda gérevli olan IL-10 degeri ise anti-aterojenik 6zellikleri oldugu
bilinen bir sitokindir. IL-10 diizeyi rituksimab grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli (p <
0.05) olarak yiiksek bulundu. Bu durum 6nceden de belirtildigi gibi romatoloji gruplarinin

yaptig1 ¢alismalardaki olumlu kardiyovaskiiler gelismeleri desteklemektedir.

Posttransplant kardiyovaskiiler olaylar agisindan iyi bilinen risk faktorlerinden birisi
de CMV virusunun vyarattigi kronik inflamatuar siirectir. Gerek prospektif, gerekse
retrospektif bir¢ok calismada diisiik diizeydeki CMV viremisinin bile aterosklerotik siireci
olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Calisma grubumuzda RTX grubundaki CMV infeksiyonu
sikligimin fazlaligr biiylik olasilikla bu riskli gruba verilen ilave ve potent immunosupresif
tedavilerle ilgili bulundu. Rituksimabin yarattig1 olumlu etkiyi maskeleyebilecegi diisliniilen
bu durumun kisa izlem siirecinde karsimiza c¢ikmayabilecegi diisiiniildii. Takip siiresinin

uzunlugu ve vireminin devami durumunda belki de olumsuz etkiler gézlemlenebilecektir.

Genelde Rituksimab alan hasta gruplarinda CMV ve BKV agisindan ¢ok olumsuz

sikliklar bildirilmemistir.

Calisma baslangicindaki Ongoriilerimizden birisi olan anti-ox-LDL antikorlarinin
rituksimab grubunda diisiik ¢ikmasiydi. Ancak bu sonuca ulasamadik. Bu durum belki de bu
antikorlari tireten veya tiretecek olan B lenfosit repertuarinin genisligi ile ilgiliydi. Rituksimab
tedavisinin sadece belirli bir hiicre yiizey belirteci olan B lenfositleri hedeflemesi bunun
yaninda diger B lenfosit Oncii hiicrelerinin ve plasma hiicrelerinin etki alan1 disinda kalmasi

ile agiklanabilir.

Her iki grup arasinda CD3(+) T lenfosit, CD16 ve CD56(+) NK hiicresi yiizdesi,
TNF-alfa, TGF-beta ve anti-oxLDL diizeylerinin anlamli (p > 0.05) farklilik gostermedigi

gozlemlendi.

Caligma kapsamina aldigimiz hasta sayimizin diisiik olmasina karsin, ilk aldigimiz
sonuclar ve edindigimiz izlenim RTX tedavisinin kardiyovaskiiler a¢idan olumlu yonde
olabilecegi, ya da en azindan olumsuzluk igermedigi yoniindedir. Isve¢ grubunun yapmis
oldugu 3 senelik izlem sonuglarina dayanan verilerle c¢elisen bu durum 6zellikle her iki
caligmadaki hasta gruplarinin farkli &zellikleri ile iligkili olabilir. Ornegin Isve¢ grubundaki
hasta yas ortalamalarinin bizim hastalarimiza kiyasla daha fazla olmasi, yine kadavra
tranplantasyon oranlarinin daha fazla olmasi gibi énemli farkliliklar bulunmaktadir (19,20).

Ayrica Isve¢ grubunun hastalarinda yayinda detayl1 olarak verilmeyen bazal kardiyovaskiiler
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risk faktorlerinin daha fazla olmasi da olasidir. Bu da RTX’la iliskilendirilen mortaliteyi

etkileyebilecek 6nemli bir ayrint1 olabilir.

Sonu¢ olarak, c¢alisma grubumuzdaki RTX tedavisi kullanmigs olan renal
transplantasyonlu 27 hastamizda aterosklerotik siirecte rol oynayabilen lenfosit alt gruplar1 ve
bazi sitokinlerde olumlu degisimler elde edilmistir. Bu laboratuar verilerinin klinik
yansimalariin daha net sekilde ortaya ¢ikmasi i¢in daha uzun siireli izlem ve fazla sayida

hasta ile yapilan yeni ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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