Firat Tip Dergisi/Firat Med J 2019; 24 (1): 1-5

FIRAT

Sican Beyin Dokusunda Takrolimus’un Meydana Getirdigi
Degisiklikler Uzerine Vitamin D’nin Etkileri

Deneysel Arastirma

wwwfirattipdergisi.com

Murat GONEN'? Tuncay KULOGLU?, Mustafa ULAS®, Ferhat BALGETIR?,
Caner Feyzi DEMIR?, Abdullah BOYUK*

YFwrat Universitesi Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye

2Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye
3Fwrat Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Elazig, Tiirkiye

4Saghk Bakanhg Elazig Fethi Sekin Sehir Hastanesi, Genel Cerrahi Klinigi, Elazig, Tiirkiye

OZET

Amag: Takrolimus organ nakilleri sonrast yaygin olarak kullanilan kalsinorin inhibitoriidiir. Kullanimi sirasinda norolojik komplikasyonlar goriile-
bilmektedir. Bu ¢aligmada, takrolimus uygulanan siganlarin beyin dokusunda meydana gelen degisiklikler tizerine D vitamininin etkilerinin incelen-
mesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismada, 21 adet Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlari 3 esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney
stiresi olan 21 giin boyunca higbir uygulama yapilmadi. Takrolimus grubuna takrolimus 0.8 mg/kg/giin, Takrolimus + vitamin D grubuna ise 0.8
mg/kg/giin takrolimus ile birlikte 50 TU/giin dozunda vitamin D deney siiresi boyunca oral olarak verildi. Deney sonunda siganlar dekapite edildi ve
beyin dokulan ¢ikarildi. Rutin takip islemleri ile dokular parafin bloklara gémiildii. Bloklardan alinan kesitlere bax immiinreaktivitesi i¢in avidin-
biodin-peroksidaz yontemi, Malondialdehit (MDA) diizeyi igin spektrofotometri, apoptozis i¢gin TUNEL y6ntemi kullanild.

Bulgular: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA diizeyleri, bax immiinreaktivitesi ve TUNEL pozitifliginde Takrolimus grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artig saptandi. Takrolimus grubu ile karsilagtirildiginda ise Takrolimus+Vit D grubunda, MDA diizeyleri, bax immiinreak-
tivitesi ve TUNEL pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlendi.

Sonug¢: Bu galigma takrolimusun beyin dokusunda apoptozisi indiikledigini ve D vitaminin takrolimusun etkilerine kars1 koruyucu etkileri olabilece-
gini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Takrolimus, D Vitamini, Sigan, Beyin.

ABSTRACT
Effects of Vitamin D on Changes in Rat Brain Tissue Induced by Tacrolimus

Objective: Tacrolimus is a calcineurin inhibitor that is commonly used following transplantation. Neurological complications can be seen during
tacrolimus use. In this study it was aimed to investigate effects of vitamin D on changes in brain tissue induced by tacrolimus in rats.

Material and Method: The study was conducted on 21 male Wistar Albino rats. Animals were assigned into 3 groups. Control rats received no
intervention. Tacrolimus (0.8 mg/kg/day) via oral route was given to rats in tacrolimus group while tacrolimus (0.8 mg/kg/day) plus vitamin D (50
1U/day) via oral route was given to rats in tacrolimus plus vitamin D group for 21 days. At the end of the experiment period, the rats were decapitated
and brain tissues were removed. After routine process, tissues were embedded to paraffin blocks. Bax immunoreactivity was assessed with avidin-
biotin-peroxidase method while malondialdehyde (MDA) level was assessed by using spectrophotometer in tissue samples. TUNEL method was used
to assess apoptosis.

Results: When compared to controls, MDA levels, Bax immunoreactivity and TUNEL positivity were significantly increased in tacrolimus group. In
addition, there were significant decreases observed in MDA levels, Bax immunoreactivity and TUNEL positivity in tacrolimus plus vitamin D group
compared to the tacrolimus group.

Conclusion: This study showed that tacrolimus induce apoptosis in brain tissue and vitamin D may have protective effects against the effects of
tacrolimus.
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K alsingrin inhibitorii olan takrolimus, atopik dermatiti kalma igin kritik olsa bile, 6nemli sayida nakil alicisin-
olan hastalar ve allojenik organ transplantasyonu yapi- da, zihinsel durum ve bilissel fonksiyonlar iizerinde
lan hastalarda immiinosiipresyon amaciyla kullanilan, potansiyel olarak ciddi etkileri olan nérolojik yan etki-
steroid olmayan, antiinflamatuar ilagtir (1) ve transp- lere neden olabilmektedir (3).

lant alicilarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (2). Son Takrolimus tedavisinin norolojik komplikasyonlar:
derece yararl olan takrolimus, nakil sonrasi hayatta arasinda yaygin olarak bag agrisi, parestezi, tremor,
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uyku bozukluklari, fotofobi ve dizestezi gibi nisbeten
hafif bulgular goriilebilmekle birlikte daha nadir olarak
konfiizyon, ndbet, posterior reversible ensefalopati
sendromu (PRES), akinetik mutizm, dizartri, koma,
afazi, parkinsonizm, ensefalopati ve intrakranial hemo-
raji gibi daha ciddi yan etkiler de goriilebilmektedir (3-
7). Bu yan etkiler; takrolimusun insan beynindeki kal-
sindrin immunreaktivitesini giiclii bir sekilde azaltmasi
ile (8), ayrica beyin endotelindeki p-glikoprotein eksp-
resyonunu azaltarak kan-beyin bariyerinin bozulmasi
ve vazojenik 6dem olusmasi sonucunda gelismektedir
9).

D vitamini; yagda eriyen vitaminler arasinda yer al-
maktadir. En 6nemli etkisi kalsiyum, fosfor metabo-
lizmasi ve kemik mineralizasyonu {izerinedir (10). Son
zamanlarda yapilan hayvan ¢aligmasinda vitamin D’nin
noroprotektif fonksiyonunun oldugu gosterilmistir (11).
Son yillarda D vitamini eksikligi akut iskemik inme,
norogelisimsel bozukluklar ve zihinsel engeller, kardi-
yovaskiiler riskler ve mortalite gibi cesitli hastaliklarda
eslik eden bir durum olarak dikkati ¢ekmistir (12-14).
Yapilan ¢aligmalarda steroid hormon olan D vitamini-
nin kognitif siireglerin modiilasyonunda, nérotrofik
sinyalizasyonda, noroproteksiyonda ve inflamasyonda
rol aldig1 gosterilmistir (15-17).

Bu calismada sican beyin dokusunda takrolimusun
meydana getirdigi degisiklikler iizerine, ndroprotektif
etkinligi kanitlanan vitamin D’nin iyilestirici etkilerinin
histolojik ve immiinohistokimyasal olarak incelenmesi
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Caligmamizda 8-10 haftalik erigskin Wistar Albino cinsi
erkek sigcanlar kullanildi. Siganlar bulunduklar1 ortamin
sicaklign 22-25°C arasinda sabit ortamda ve 12 saat
151k, 12 saat karanlikta takip edildi. Siganlar havalan-
dirma sistemi bulunan bir ortamda &zel olarak hazir-
lanmig ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslen-
di. Yemler 6zel ¢elik kaplarda, su ise paslanmaz c¢elik
bilyeli biberonlarda normal ¢gesme suyu olarak verildi.
Caligmamizda kullanilan 21 adet Wistar Albino cinsi
erkek sicanlar; Kontrol, Takrolimus ve Takrolimus +
vitamin D olmak iizere 3 gruba ayrildi. Takrolimus
grubuna, Takrolimus 0.8 mg/kg/giin, Takrolimus +
vitamin D grubuna 0.8 mg/kg/glin Takrolimus ile bir-
likte vitamin D 50IU/giin dozunda oral olarak verildi. 3
haftalik deney sonunda tiim gruplardaki siganlar deka-
pite edildikten sonra beyin dokular ¢ikarilip %10’luk
formaldehit soliisyonunda tespit edilip histolojik takip
serilerinden gegirildikten sonra parafin bloklara go-
miildi. Doku MDA ¢alismasi i¢in beyin dokulari ¢a-
lisma giiniine kadar -80° C de saklandi.

Malondialdehid (MDA) Calismasi

0.42 gr Tris-Base + 1.43 gr Tris-HCI + 3 gr KCI ve
0.5 ml Tween 20, 250 ml distile suda hazirlandi. Ha-
zirlanan bu tampon 6rneklerin homojenatinda kullanil-
di. X gr doku iizerine 5 ml tampon ilave edildi ve par-
¢alandi. Homojenat 5000 rpm de 5 dakika santrifiij
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edildi ve siipernatant kistmdan 1 ml bagka bir tiipe
alindi. Alinan 1ml 6rnek tizerine 1ml %10’luk Triklo-
setik Asit (TCA) (10 gr TCA 100 ml distile suda hazir-
land1 ) ilave edildi. Uzerine 1ml %0.6 Tiyobarbiturik
Asit (TBA) ilave edildi. Uzerine 1ml distile su ilave
edildikten sonra, son olarak 0.5 ml %4 HCI ilave edil-
di.

Hazirlanan karisim 90-95° C de 120 dk inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasi tiipler oda sicakliginda
sogutuldu ve iizerine 3 ml biitanol ilave edilip vorteks-
lendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm de santrijiij
edildi ve olusan (biitanol faz) Siipernatanttaki kirmizi-
pembe renk spekro kiivetine pipet yardimiyla alindi ve
biitanole kars1 532 nm de okundu. Okunan absorbans
degeri x: (okunan ABS +0.0344)/0.0492 formiiliiyle
hesaplandi. Bulunan deger doku homojenati S5Sml tam-
ponda hazirlandi i¢in 5 ile ¢arpildi.

Immiinohistokimya

Parafin bloklardan 4-6 pum kalinliginda alinan kesitler
polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen dokular
dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen retrieval
igin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga
firinda (750W) 12 dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi
oda 1s1sinda yaklagik 20 dakika sogutmak icin bekleti-
len dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417,
Sigma-Aldrich, USA) ile yikandiktan sonra endojen
peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in hidrojen peroksid
blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen
Peroxide Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation,
USA). PBS ile yikanan dokulara zemin boyasini engel-
lemek i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan
sonra 1/200 oraninda diliie edilen primer antikor (Bax
Mouse monoclonal Ig G, Santa Cruz Biotechnology
sc—7480 California, USA) ile nemli ortamda oda 1s1-
sinda 60 dakika inkiibe edildi. Dokular, primer antikor
uygulanmasindan sonra PBS ile yikandiktan sonra
sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent
(anti-mouse / rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab Vision
Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda
1s1sinda inkiibe edildi. Dokular, Sekonder antikor uygu-
lanmasindan sonra PBS ile yikanip Streptavidin Pe-
roxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation, USA)
ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edil-
dikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen
(AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen,
TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA) solusyo-
nu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali alin-
diktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya alin-
di. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamas: yapilan
dokular PBS ve distile sudan gegirilerek uygun kapat-
ma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-
UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Ha-
zirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica
DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligi (0.1: <%?25,
0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-100) ve siddeti
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(0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas
almarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x
siddet.

TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalinhiginda alinan kesitler
polilizinli lamlara alindi. Uretici firmamn talimatlart
dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apop-
tosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA)
kullanilarak apoptoza giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol
serilerinden gegirilerek phosphate buffered saline
(PBS) ile yikand1. %0.05°lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in %3 hydrogen peroxide ile 5 dakika
inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6
dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de
nemli ortamda c¢aligma soliisyonu (%70 pl Reaction
Buffer+%30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular,
Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika muamele
edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrat1 ile apoptotik
hiicreler goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boya-
st yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu ile kapa-
tildi. Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikrosko-
bunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi
(Leica DFC295). TUNEL boyamanin degerlendirilme-
sinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekir-
dekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren
hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde
10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrele-
rin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi
ile Apoptotik indeks (Al)’i hesaplanarak istatistiksel
analizleri yapildi.

istatistiksel Analiz

Calismada kullanilacak degigkenler i¢in %80 gii¢ ve
0.05 anlamlilik seviyesinde bir gii¢ analizi yapildiginda
her bir grupta en az 7 adet olgu olmasi1 gerektigi hesap-
land1. Elde edilen veriler ortalama + standart sapma
olarak belirlendi. Istatistiksel analiz icin SPSS version
22 programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uy-
gunlugu Kolmogorov-Simirnov testi ile kontrol edilmi-
di. Gruplar arast degerlendirme One-way ANOVA ve
posthoc tukey testi ile yapildi, p <0.05 degerler istatis-
tiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

BULGULAR

1) MDA Diizeyleri

Doku MDA diizeyleri i¢in yapilan spektrofotometrik
¢aligmada, kontrol grubuyla kiyaslandiginda takrolimus
grubunda MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlam-
i bir artis izlendi (p <0.001). Takrolimus grubu ile
karsilagtirlldiginda ise MDA diizeylerinde Takroli-
mus+Vit D grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma izlendi (p <0.001) (Tablo 1).
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Tablo 1. Doku MDA diizeyleri, Bax histoskoru ve TUNEL pozitifligi.

Gruplar MDA Bax TUNEL
Kontrol 45,02+13,29 0,37+0,12 1,42+0,97
Takrolimus 81,88+34,912 1,45+0,61*  4,14+0,69°

Takrolimus + Vitamin D 39,544+4,62°  0,38+0,13°  1,28+0,75°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmigtir.
@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Takrolimus grubu ile karsilastiridiginda, (p <0.05).

2) Bax iImmiinreaktivitesi

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokim-
yasal boyamanin 151tk mikroskopi altinda incelenmesi
sonucu; Kontrol grubuyla (Sekil 1a) kiyaslandiginda
Takrolimus grubunda (Sekil 1b) Bax immiinreaktivite-
sinde istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p
<0.001). Takrolimus grubu ile karsilagtirildiginda ise
Bax immiinreaktivitesinde Takrolimus+Vit D grubunda
(Sekil 1c¢) istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlendi
(p <0.001). (Tablol)

3) TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi igin yapilan TUNEL
boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
Kontrol grubuyla (Sekil 1d) kiyaslandiginda Takroli-
mus (Sekil 1le) grubunda TUNEL pozitifliginde istatis-
tiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p <0.001). Takro-
limus grubu ile karsilagtirildiginda ise TUNEL pozitif-
liginde Takrolimus+Vit D grubunda(Sekil 1f) istatis-
tiksel olarak anlamli bir azalma izlendi (p <0.001)
(Tablol).

Kontrol Takrolimus Takrolimus+Vit D
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Sekil 1: Bax immiinreaktivite immiinohistokimya boyamast (a-c),
Apoptotik hiicre belirlenmesi icin TUNEL boyamasi (d-f).

TARTISMA

Kalsin6rin inhibitorii olan takrolimus; transplant reddi-
nin 6nlenmesi i¢in Onerilen tedavi kombinasyonlarinin
en Onemli bilesenlerinden biridir (18, 19). Takrolimus,
esas olarak interlokin 2 (IL-2) transkripsiyonunun
inhibisyonuna neden olarak T lenfosit aktivasyonunu
inhibe eder, bunun sonucu olarak immiinsiipresif etkiyi
saglar (20). Solid organ nakli olan alicilarda immiino-
supresyon tedavi rejimlerinin temel tasini olusturur (21,
22). Takrolimus tedavisi sonrasi hastalarda bas agrisi,
parestezi, tremor, uyku bozukluklari, fotofobi, dizeste-
zi, konfiizyon, ndbet, PRES, akinetik mutizm, dizartri,
koma, afazi, parkinsonizm ve intrakranial hemoraji gibi
ndrolojik komplikasyonlar goriilebilmektedir (3, 6, 7).
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D vitamininin major fonksiyonu plazma kalsiyum
seviyesini diizenlemektir (23). Ayrica hiicre proliferas-
yonu, farklilasmasi, immiinoregiilasyon ve benzeri
hiicre modiilasyonunda vitamin D'nin 6nemli bir rol
oynadigimi gosteren kanitlar mevcuttur (24). Son za-
manlarda yapilan calismalarda bagisiklik sistemini
diizenlemede D vitamininin de rolil oldugu belirlenmis-
tir (25, 26). D vitamininin ayrica imminsiipresyona
yardimei oldugu gosterilmistir (27).

Gezen-Ak ve arkadasmin (28) 2018’de yaptigr calis-
mada One siirdiigii teoride; D vitaminin yillardir insan
viicudunda kalsiyum homeostazinin korunmasindaki
rolii ile bilindigini, dolayisyla D vitamininin, kemikler-
de oldugu gibi, kalsiyum kullanan diger organlardan
biri olan beyinde de en azindan bazi islevlere sahip
olmas1 gerektigini ifade edilmistir. Bir nérosteroid olan
D vitamininin “basit bir vitamin” olmadigi, Alzheimer
hastalig1 ve ndrodejeneratif hastaliklarda etkin rol aldi-
81 saptanmugtr.

Bu c¢alismada sican beyin dokusunda takrolimusun
meydana getirdigi degisiklikler iizerine vitamin D’nin
etkisi test edilmistir. Calismamizda kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda takrolimus verilen grupta beyin
dokusunda MDA diizeyi, bax immiinreaktivitesi ve
TUNEL metodu ile bakilan apoptoz miktarinda belir-
gin bir artig gézlendi. Takrolimus grubu ile karsilasti-
rildiginda D vitaminin tedavi olarak verildigi takroli-
mus + vitamin D grubunda MDA diizeyi, bax im-
miinreaktivitesi ve TUNEL metodu ile bakilan apoptoz
miktarinda anlamli azalma izlendi. Bu da takrolimus
kullanim1 ile beyin dokusunda olusabilecek olumsuz
etkilere karsi D vitamininin koruyucu etkisinin olabile-
cegini disiindiirmektedir. Vitamin D’nin bu koruyucu
etkisi muhtemelen antiinflamatuar etkinligi ve kan-
beyin bariyerinin bozulmasimni engellemesi sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir.
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Sutherland ve arkadaslar1 (29) 1992'de Alzheimer has-
taliginda D vitamini reseptoriiniin (VDR) potansiyel
roliinii gosteren ilk galigmayr yapmistir ve Alzheimer
hastalarinin  hipokampal CA1 ve CA2 néronlarinda
vitamin D reseptdri mRNA seviyelerinin azaldigini
gostermigtir. 2013 yilinda yapilan bir ¢calismada bobrek
nakli yapilanlarda kullanilan takrolimusun dozdan
bagimsiz olarak D vitamini eksikligine sebep oldugu
bulunmustur. Ayni ¢aligmada D vitamini eksikligi ile
bobrek yetmezligi arasinda bir iligki bulunmamigtir
(30). Bu da takrolimusun bobrek yetmezliginden ba-
gimsiz olarak D vitamini eksikligine neden oldugunu
gostermektedir.

Takrolimus ve vitamin D tedavisinde takrolimus tekli
tedavisine kiyasla daha az enflamatuar hiicre infiltras-
yonu goriilmiistiir (27). Takrolimus ile immiinsupres-
yon yapilan bobrek transplantli hastalarda D vitamini-
nin Th17 immiin yanit1 {izerinde baskilayici bir etkisi
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