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Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 5647

Bobrek nakli son donem bobrek yetmezliginde en giincel tedavi seklidir. Bobrek nakilli
hastalarda, graftin nakledilmesinden sonraki durumu immiinsiipresif tedaviden bilyiikk oranda
etkilenir. Nakil sonrast hem immiinsupresif tedavinin toksisitesini hem de rejeksiyon riski
arasindaki dengeyi saglamak giictiir. Graft sagkalimi ve iyi hasta izlemi i¢in immiinsiipresiflerin
yakin monitorizasyonu gerekmektedir. Bobrek nakilli hastalarda kullanilan siklosporin (CsA) ve
takrolimus (FK506)’un standart doz uygulamasi sonrasinda kandaki diizeyi kisiler arasinda
belirgin degiskenlikler gostermektedir. CYP3AS, CYP3A4 ve MDR-1 gen polimorfizmlerinin
bu ilaglarin emilimini ve metabolizmalarini degistirdigi ¢esitli calismalarla gosterilmistir.

Bu tez calismasinin amaci, CsA ve FK506 kullanan bobrek nakilli hastalarda CYP3AS,
CYP3A4 ve MDR-1 polimorfizmlerinin doz gereksinimleri ve kan diizeyi/doz oranlari
iizerindeki etkilerini aragtirmaktir. Bu ¢aligmaya, canli vericiden nakil olmus, 200 hasta ve 150
kontrol dahil edilmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait CYP3AS, CYP3A4, C3435T, G2677T
genotiplemesi polimeraz zincir reaksiyonu ile yapildi. PZR’yi takiben restriksiyon enzim kesimi
ile genotipler tespit edilmistir. CYP3AS geni i¢cin CYP3A5*1*1 genotipi kontrol grubunda
istatistiksel acidan anlamli olarak yliksek bulunmustur (p=0.037). CYP3A5*3*3 genotipli
hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 CYP3A5*1*1 genotipli hastalarin FK506 kan
diizeyi/doz oranlarindan daha yiiksek bulunmustur ve bu hastalara verilen dozlarin daha diisiik
oldugu gozlenmistir (p<0.05). MDR-1 G2677T polimorfizminde TT genotipindeki hastalar GG
ve GT genotipine sahip hastalara gore daha diisitk FK506 dozlarina gereksinim gosterirken, bu
hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 digerlerine gore anlamli derecede yiikseklik
gostermistir (p<0.05). CYP3AS polimorfizmlerinin FK506 ve lansoprazolon arasinda ilag
etkilesimlerini etkileyebilecegini vurgulamuslardir. Lansoprazolon kullanan hasta grubunda
CYP2C19*1*1/CYP3A5*1*3 genotipli hastalarn  FK506 kan diizeyleri CYP2C19*1*1/
CYP3A5*1*1 ve CYP2C19*1*1/CYP3A5*3*3 genotipli hastalarin FK506 kan diizeylerinden
daha yiiksek saptanmustir (p=0.0001).

Immiinsupresif tedavideki ilerlemelere ragmen hala akut rejeksiyon goriilebilmektedir.
Bu tez caligmasinda da CsA kullanan grupta 11 hastada (% 5.5), FK506 kullanan grupta 22
hastada (% 11.0) akut rejeksiyon oldugu goriilmiistiir (p=0.04). Gruplar aras: farkin nedeninin
CsA grubundaki hastalarin HLA uyumlarinin daha iyi olmasi1 ve MMF ile kombinasyonundan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada CYP3A5*1*1 genotipine sahip hastalarin
akut rejeksiyon orant (% 7.0) CYP3A5*3*3 genotipine sahip hastalarin akut rejeksiyon gecirme
oranindan (% 1.0) daha fazla bulunmus olup istatistiksel acidan bu fark anlamli ¢ikmistir
(p=0.002). Sonug olarak, CYP3AS5, CYP3A4 genleri ile ilgili polimorfizmlerin diger toplumlara
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gore Tirk toplumunda az goriildiigi saptanmistir. Bu tez calismasindaki veriler, bu
polimorfizmlerinin belirlenmesinin, CsA, FK506 kan diizeyi/doz ayarlanmasinda, hedef
diizeylere ulagmakta ve nefrotoksisite/rejeksiyon risklerinin azaltilmasinda klinige yardimci
olabilecegini gdstermektedir.
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ABSTRACT

Sentiirk Ciftci H. The Relationship between CYP3A, CYP2C and MDR-1 Polymorphisms and
the Pharmacokinetic of Calcineurin Inhibitors in Patients with Kidney Transplantation. istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Medical Biology. PhD Thesis.
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Kidney transplantation is the most recent treatment for End Stage Renal Disease. The
state of the patient with kidney transplant after the graft is transplanted is highly affected by and
immunosuppressive treatment. After transplantation, it is hard to maintain the balance between
toxicity caused by immunosuppressive treatment and rejection risk. Close monitoring is
required for survive of good patient and graft survival. The blood level of Cyclosporine (CsA)
and tacrolimus (FK506) after standard dose application of the drugs to patients with renal
transplant showed significant difference between individuals. It is showed with various research
that absorption and metabolism of these drugs are changed by CYP3AS, CYP3A4 and MDR-1
gene polymorphisms.

The aim of this research is to investigate, in patients with renal transplant using CsA
and FK506, the effect of CYP3A4, CYP3AS5 and MDR-1 polymorphisms on dose requirement
and blood level/dose ratios. 200 patients had transplants from living donors and 150 controls
were included to this study. CYP3AS, CYP3A4, C3435T, G2677T genotyping for patient and
control groups were performed using polymerase chain reaction PCR. Following PCR,
genotypes were determined using restriction fragment length polymorphism. For CYP3AS5 gene,
CYP3A5*1*1 genotype was found high in control group which is statistically significant
(p=0.037). The ratio of blood level/dose of FK506 for patients with CYP3A5*3*3 was found
higher than of patients with CYP3A5*1*1 genotype, and the dose given to these patients were
observed to be lower (p<0.05). In MDR-1 G2677T polymorphism, patients with TT genotype
was found to require lower FK506 dose compared to patients with GG and GT genotypes, and
the ratio of blood level/dose was found significantly higher for these patients compared to the
others (p<0.05). CYP3AS5 polymorphisms may affect drug interactions between FK506 and
lansoprazolon. Blood levels of FK506 the patients group using lansoprazole having the
CYP2C19*1*1/CYP3A5*1*3 genotypes were higher than in those having the
CYP2C19*1*1/ CYP3A5*1*1 and CYP2C19*1*1/CYP3A5*3*3 genotypes.

In spite of development in immunosuppressive treatments, acute rejection can still
occur. In this thesis study, 11 patients in CsA using group (5.5%) and 22 patients in FK506
using group (11.0%) experienced acute rejection (p=0.04). The difference between the groups
are thought to be due to higher HLA compatibility in CsA group and its combination with
MMF. In this thesis study, acute rejection rate for patients with CYP3A5*1*1 genotype (7.0%)
was found higher than the rate acute rejection for patients with CYP3A5*3*3 genotype (1.0%),
and this was found statistically significant (p=0.002). As a conclusion, polymorphisms
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concerning CYP3AS5, CYP3A4 genes are observed less in Turkish population than in other
populations. The data in this thesis study shows that detecting these polymorphisms may be
helpful clinically in maintaining blood level/dose ratio for CsA and FK506, reaching target
levels, and in lowering risks of nephrotoxicity and rejection.



1. GIRIS VE AMAC

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), kronik seyirli bobrek hastalarinda ilerleyici
nefron kaybi sonucunda bobrek fonksiyonlarinin giderek bozulmasi ile ortaya ¢ikan ve
kalic1 olarak glomeriil filtrasyon hizinin (glomerular filtration rate-GFR) azalmas: ile
kendini gosteren bir tablodur. KBY gelisen hastalarda renal replasman tedavilerinden
birine baslanilmas1 gerekmektedir. Bunlar; hemodiyaliz, periton diyalizi ve bobrek
naklidir. Bobrek nakli bu hastalarda uygulanan en iyi tedavi seceneklerinden biridir (1).
Bobrek fonksiyonlar: iyice bozulan ve KBY 'nin son donemindeki hastalara canli veya
kadavra vericiden alman saglam bobregin nakledilmesidir. Bobrek nakli yapilan
hastalarda yasanan Onemli sorunlardan biri, nakil edilen organin alici tarafindan
reddidir. Nakli yapilan bobregin reddinin engellenmesi i¢in immiinsupresif tedavi
uygulanmaktadir (1,2). Son zamanlarda kullanilan immiinsupresif ilaglarin
etkinligindeki artig ile etkili immiinsupresyon saglanmis ve rejeksiyon oranlarinin
azaldigi, graft sagkaliminin ise arttig1 bildirilmektedir (2,82,85). Tedavide kullanilan
ilaclardan kalsindrin inhibitorleri [siklosporin (CsA) ve takrolimus (FK506)] en yaygin
kullanilanlardandir (83,87,88). Bu ilaclar allografta karsi olusan immiinolojik cevabin
farkli basamaklarin1 hedef almaktadirlar. CsA, Tolpocladium inflatum adli mantardan
izole edilen 11 amino asitli siklik bir polipeptiddir. CsA siklofilin olarak tanimlanan
bazik bir proteine ve bu kompleks de Ca*™" ve kalmodiline bagli bir fosfataz olan
kalsindrine baglanmaktadir. Buna bagli olarak aktive T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin
sitozolik formunun defosforile olmasini saglar ve IL-2 geninin transkripsiyonu engeller
(89,91,92). FK506, Streptomyces tsukubaensis'den elde edilmis bir makrolid laktondur.
FK506, fonksiyonel olarak baglanma halkas1 ve effektor bolge olarak isimlendirilen iki
kisimdan olusmaktadir. Baglanma domaini araciligi ile FK506 baglanma proteini
(FKBP)'ne baglanarak bir kompleks yapar. Bu kompleks, effektdr kisim aracilig: ile
kalsindrine baglanarak IL-2'nin gen ekspresyonunu engellemektedir (91,92).

Bu ilaclar kritik doz ila¢ Ozelligine sahip oldugundan, kan diizeylerinin
izlenmesi optimum dozlarmin ayarlanmasinda onemlidir. Diizeylerinin diisiik olmasi
yetersiz immiinsupresif etkiye, dolayisi ile rejeksiyon riskinin artmasina sebep olurken,
yiiksek diizeyler ise nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkilerin artmasina neden
olmaktadir. ilag etkinliginde artis ve yan etki sikhiginda azalma ilag tedavisinin

bireysellestirilmesi ile saglanabilmektedir (83,93).



Bireysellestirilmis  ilag  tedavisinin  olusturulmasinda  farmakokinetik,
farmakodinamik ve farmakogenetik faktorler rol oynamaktadir. Farmakokinetik, ilacin
emilimi, biyoyararlanimi, dagilimi, proteinlere baglanmasi, metabolizmas1 ve atilimi ile
ilgilenmektedir. Farmakodinamik, zaman i¢in de etki alanindaki ila¢ konsantrasyonu ile
yan etki arasindaki iligkiyi incelemektedir. Farmakogenetik ise ilaglar1 metabolize eden
enzimleri ve tasiyici proteinlerini kodlayan genlerdeki polimorfik degisimler sonucunda
ilaclarin, farmakokinetik ve/veya farmakodinamiginin genetik farkliliga bagli olarak
bireyler arasindaki degismesini incelemektedir. Farmakogenetik, hastanin genetik
profiline gore ila¢ etkililigi ve toksisitesinin dnceden tespit edilmesini saglamaktadir.
Boylece bireysel ila¢ se¢imi ve doz ayarlamasi yapilabilmektedir (126).

Genetik faktorler ilagc metabolizmasmi degistirerek ya da enzimlerin veya
reseptOrlerin, substrat ve ligantlarina baglanma afinitelerini degistirerek ila¢ yanitini
etkileyebilirler. Ila¢ yanitin1 degistirebilen onemli polimorfik yapilar: ila¢ metabolize
edici enzimler [sitokrom P450 (CYP) enzimleri, alkol dehidrogenaz (ADH)], ila¢ hedef
molekiilleri (serotoninerjik, dopaminerjik reseptorler) ve hiicre membranin da yer alan
ila¢ tastyicilart [ “multidrug resistance-coklu ila¢” (MDR-1)-(ABCB1)-(p-gp)]’dir
(126).

[lac metabolizmasinin temel basamaklarmin gerceklestigi baslica organ
karacigerdir. Enzimler, karaciger disinda: barsaklar, bobrekler, akcigerler ve beyinde,
biiylik 06lgiide hiicrelerin diiz endoplazmik retikulumunda yer alirlar. CYP
monooksijenaz enzim sistemleri, matiir eritrosit ve iskelet kasi hiicreleri disinda tiim
memeli hiicre tiplerinde ve prokaryotlarda bulunan hem-protein ailesidir. Sitokrom
P450 enzim sisteminin araciligi ile olan biyokimyasal olaylar ile safra ve idrardan
atilimlarint miimkiin kilan hidrofilik yapiyr kazanirlar. Bobrek naklinden sonra
kullanilan CsA ve FK506 karacigerde CYP enzimlerinden olan CYP3A (CYP3A4,
CYP3AS) enzimi ile gastrointestinal sistemden metabolize edildigi goriilmektedir.
Bunun yani sira MDR-1 genininde her iki ilacin tasinmasinda farmakokinetigini
etkiledigi bilinmektedir (134,137). Bobrek nakilli hastalarda sik¢ca kullanilan
lansoprazolon’iin FK506 ile etkilesimi sonucunda FKS506 diizeylerinin degiskenlik
gosterebilecegi ve bu durumun CYP2C19 polimorfizmi ile iliskisinin olabilecegi
belirtilmistir (144).

Bu tez calismasinda, bobrek nakli sonrasi graft reddini 6nlemek i¢in kullanilan

immiinsupresif ilaglardan kalsinorin inhibitorlerinin metabolizmasindan sorumlu olan



CYP3A ve MDR-1 genlerindeki olas1 polimorfizmlerin arastirilmas: amaglanmigtir.
Bobrek nakilli hastalarda ve saglikli bireylerde bu polimorfizmlerin sikliginin
saptanmasi ile hastalarda bu gen polimorfizmlerine ait genotipler ile farmakokinetik (
doz, kan diizeyi, kan diizeyi/doz orani) iliskinin kurulmasi saglanacaktir. Bunun
saglanmasi ile de tedaviden yararlanabilecek ya da yan etki gelistirebilecek bireyler
onceden belirlenebilecektir. Ayrica FK506 metabolizasyonunun etkileyebilen
lansoprazolonu metabolize eden CYP2C19 gen polimorfizminin arastirilmasi ve FK506
kan diizeyi ile iliskisinin kurulmasi da ama¢lanmustir.

Genetik polimorfizmlerin varliginin tedavi Oncesi saptanmasi, immiinsupresif
ilaglarin tedaviye baslangic ve idame dozunun Onceden tespit edilmesine katki
saglayabilir. CsA ve FKS506 konsantrasyon doz oranimi saptamakta, hedef kan
diizeylerine ulagsmakta ve rejeksiyon ve ilaclara bagh nefrotoksisite riskini azaltmakta

yardimci olacagi 6ngoriisiindeyiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KRONIK BOBREK YETMEZLiGi

Bobrek, esas olarak karisik bir kan filtre sistemidir. Kanimn icerigini, hacmini ve
basmcint diizenler. Biiyiik proteinler hari¢ kandaki hemen hemen her sey bobrek
tarafindan siiziilmektedir (1). Diinyada her yil 1 milyon kisinin 50-250’si son donem
bobrek yetersizligine girmektedir (2). KBY, kalic1 bobrek fonksiyonunun bozulmasina
baglh olarak saghkli fizyolojik denge saglamak i¢in, gerekli olan uyum
mekanizmalarmin kaybidir ve KBY, bobrek hasarmin veya glomeriiler filtrasyon hizi
(GFR)’nin 60ml/dk/1.73 m”’ nimn altina diismesi olarak da tanimlanmaktadir (3,4). KBY
siklik ve siddetinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi ve etkin tedavi seceneklerinin
onerilmesi i¢in GFR degerlerini baz alan bir smniflandirma yapilmistir (5). Bu
smiflandirmaya gore kronik bobrek hastaliginin son donem bobrek yetmezligi (SDBY)
olarak adlandirilan siddetli evresinde GFR dakikada 15 ml’den azdir (6). KBY yasami
tehdit eden, onemli Olgiide is giicli kaybina ve cesitli komplikasyonlara yol acan hemen
her yas grubunu oOzellikle de gen¢ eriskinleri etkileyen bir hastaliktir. Bobrek
hastaliginin sik rastlanan etyolojileri, kronik glomerulonefrit, hipertansif nefroskleroz,
kronik interstisyel nefrit, polikistik bobrek hastaligi ve diabetes mellitus’tur (7,8).
Etyolojide bircok hastalik bulunsa da diabetes mellitus, hipertansiyon ve
glomerulonefritler altta yatan temel nedenleri olusturmaktadir (4,9). Bu konuda Tiirk
Nefroloji Dernegi’nin (TND) yaptig1 caliymada elde edilen veriler tablo 2.1°de
gosterilmistir (9).

Tablo 2.1: 2008 yih KBY hastalarinin etyolojik nedenlere gore dagilinm

ETYOLOJi HASTA SAYISI YUZDE
Diabetes Mellitus 10762 %?27,9
Hipertansiyon 10177 %26,4
Glomeriilonefrit 9001 %8,7
Polikistik bobrek hastaliklar 1707 %44
Piyelonefrit 1616 %4,2
Amiloidoz 793 %2,2
Renal vaskiiler hastaliklar 477 %1,2
Bilinen diger nedenler 3005 %7,6
Nedeni bilinmeyenler 6210 %16,1
Kayip (bilgi yok) 514 %1,3
Toplam 44262 %100




KBY evrelerinin NKF/K/DOQI (National Kidney Foundation, Dialysis
Outcomes Quality Initiative)’ye gore yapilan siniflamasinda; SDBY ciddiyeti GFR
diizeyine gore kabul edilir (tablo2.2) (10,11,12).

Tablo 2.2: KBY’nin evreleri

Evre Tanim GFR (ml/dk/1.73 m?)
1 Normal veya artmig GFR ile birlikte bobrek hasari >90
2 IIiml1 GFR diisiisii ile birlikte olan bobrek hasari 60-89
3 Orta derecede GFR diisiisti 30-59
4 Ciddi GFR diisiisii 15-29
5 Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) < 15 veya diyaliz

SDBY’li hasta sayis1 her yil, yapilan bobrek nakli sayisindan daha hizli bir
sekilde artmaktadir. TND kayitlarma gore Tiirkiye'de 2007 yili sonu itibariyle herhangi
bir bobrek yerine koyma tedavisine ihtiya¢ duyan cocuk ve erigkin toplam 46679 kisi
vardir (9). Hasta tiim bobrek fonksiyonlarini yitirdiginde, yasamay1 uzatmaya ve yasam

kalitesini saglamaya yerine koyma tedavisine baglanmaktadir (7, 8).

2.2. SDBY OLAN HASTALAR ICiN TEDAVI SECENEKLERI

SDBY olan hastalarda tedavi secenekleri; hemodiyaliz, periton diyalizi ya da
bobrek naklidir.

2.2.1.Hemodiyaliz
Tiim diinyada SDBY’ligi tedavisinde segilen asil tekniktir. Diyaliz merkezinde

yapildig1 zaman, hemodiyaliz (HD) tedavisi tipik olarak 2.5-5 saat siirmekte ve haftada
3 kez yapilmaktadir. Bobrek yetmezligi sonucunda viicutta birikmis olan iire, kreatin,
potasyum, fosfor gibi zararl iiriinlerin viicuttan atilmasi gerekmektedir. Bu maddelerin

bir membran araciligiyla kandan temizlenmesi islemine diyaliz ad1 verilir (7,8).



2.2.2.Periton diyaliz

Periton diyalizi (PD), peritonu endojen bir diyaliz membram olarak kullanarak
stv1 ve solut transportunu saglayarak hemodiyalize alternatif olusturur. Siirekli ayaktan
periton diyalizi (SAPD) veya siirekli siklik periton diyalizi (SSPD) olarak yapilir. PD,
0zel bir diyaliz stvisimin, 1,500-3,000 ml olacak sekilde yer ¢cekiminin etkisiyle periton
bosluguna verilmesi ve belirli bir bekleme siiresinden sonra bosaltma isleminin
yapilmasmdan olusur. Periton membrani yar1 gecirgen, diyaliz membram olarak, solut
yiikiin ekstraselliller sividan difiizyonla diyalizata ge¢mesine izin verir. Kiigiik
molekiillerin gecisi HD’e gore goreceli olarak daha az etkiliyken, yiiksek molekiillii
solutlerin gecisi daha iyidir. Diizenli diyaliz yapilan hastalarda sagkalim siireleri
tyilestikge, iyi rehabilite edilmis ve tibbi bakimdan uyumlu hastalarda bile ya uzun
siren bobrek yetmezliginin yada uzamis diyalizin biktirict  komplikasyonlar:
gelisebilmektedir. KBY, toplum sagligi acisindan diger hastaliklar arasinda kiiciik bir
yer isgal etse de diyaliz masraflar1 en zengin iilkelerin saglik servisleri i¢in dahi 6nemli
risk olusturmaktadir. Ayrica psikolojik a¢idan hastalar1 son derece olumsuz etkileyen
bir durumdur. Bu komplikasyonlar bobrek nakli i¢in tibbi indikasyonlar1 ve tedavi

secenegi olarak bobrek nakli tercihini etkileyebilmektedir (7, 8).

2.2.3.Bobrek nakli

Bobrek nakli SDBY de uygulanan, kaybedilmis bobrek islevlerini yerine koyma
tedavisi olarak iyi yasam kalitesi sanst veren ve bazi durumlarda hastanin yasamasinin
tek yolu olarak degerlendirilmektedir (3). ilk basarili bobrek nakli 1954’te yapilmustir
(13,14). 1960’11 yillardan bu yana bobrek nakli, KBY’ligi olan bir¢ok hastanin saghkli
ve uzun bir hayat siirmesini saglamistir (15). Hasta ve verici arasindaki genetik iliskilere
gore dort graft tipi bulunmaktadir. Aynmi genetik 6zelliklere sahip bireyler arasinda
nakledilen grafta singraft denir. Aynu tiiriin genetik bakimdan birbirinden farkl bireyleri
arasinda nakledilen grafta allograft denir. Farkli tiiriin bireyleri arasinda nakledilen
grafta ksenograft, bir doku veya organmn ayni bireyde bir yerden baska bir yere

nakledilmisse, kullanilan grafta ise otograft ad1 verilmektedir (16).

Glinlimiizde bobrek nakli i¢in, canlidan ve kadavradan organ temin
edilmektedir. Bir bobrek naklinin basarisi icin etkili faktorler arasinda hasta ve vericisi
arasindaki Insan Lokosit Antijenlerinin (Human Leukocyte Antigens=HLA) uyumu,

ABO kan gruplar1 uygunlugu, hastada verici HLA’larina kars1 olusmus antikorlarin



varligmin belirlenmesi ve immiinsupresif tedavi 6nemli yer tutmaktadir (17). Bilindigi
gibi nakledilen dokunun veya organin, kabul yada red edilmesi, HLA genleri tarafindan
kodlanan proteinlerin kontrolii altindadir. Bunun yaninda bobrek nakli olacak hastanin
daha onceden yapilmis ve red olmus nakilleri kadar, gebelik ve kan tranfiizyonlarindan
dolay1 herhangi bir HLA’larina kars1 immiinize olup olmadiginin arastirilmasi da biiyiik
Oonem tasimaktadir. Bu arastirmalar yapilmadan gerceklestirilen nakillerde hiperakut

rejeksiyonlar goriilebilmektedir. (18,19,20).

Bobrek nakli dncesinde hasta ve verici arasindaki uyumu belirlemek i¢in bir
takim immunolojik degerlendirmeler yapilmaktadir. ABO kan grubu testleri tiim alic1 ve
vericilere uygulanmaktadir. ABO kan grubu uyumsuzlugu nakil i¢in ¢ok 6nemli bir
engel olusturmaktadir. Vericinin kan grubu ile potansiyel alicilarin kan gruplar1 mutlaka
uygun olmalidir. ABO uyumsuzlugu olan nakilli hastalarin cogunda hiperakut veya akut
rejeksiyon meydana gelmektedir. Rejeksiyonun A ve B kan grubu antijenleri ile
vaskuler endotel iizerinde reaksiyona giren antikor nedeniyle meydana geldigi tahmin
edilmektedir. Bu nedenle organ nakillerinde ilk ve en 6nemli parametredir. Oncelikle
ayn1 kan grubu olanlar tercih edilmektedir (17, 21). Kadavra nakillerinde ise O kan
grubundan A kan grubuna takilmasi 6nerilmemektedir. A kan grubundan olan kisiler ya
Al yada A2 alt tipine sahiptir. Bu alt gruplar kisilerde belirlenemediginden dolayr O
kan grubundan A’ya nakil yapilmasi riskli olabilmektedir. Diger kan gruplarinda ise

canli nakillerde oldugu gibidir (22, 23).

Doku uyumunu belirlemek i¢in hasta ve verici ¢iftlerine yapilan HLA tiplemesi
serolojik ve molekiiler yontemlere dayanmaktadir. Mikrolenfositotoksisite olarak da
adlandirilan serolojik yontemde, alloantiserum ve monoklonal (bir tek antijene 0zgii)
antikorlar kullanilarak tersiyer epitoplar ve hiicre yiizeyindeki HLA glikoproteinlerinin
capraz reaksiyon veren gruplar1 tanimlanmaktadir. Ancak serolojik yontemler, yeterli
miktarda antiserum olmamasi, alellerin birbirinden yeteri kadar ayirt edilememesi,
antijen-antikor birlesmesine ve komplemana bagimli olmasi, tekrarmin zor olmasi,
degerlendirmesinin Olii  hiicre oranlar1 ile yapilmasi gibi sebeplerle yetersiz
kalabilmektedir. Giiniimiizde molekiiler teknikler ise hizli ve giivenilir bir sekilde sonug
veren, homozigotlugu kesin olarak saptayabilen yOntemlerdir. Bu teknikler HLA
alellerini DNA diizeyinde ¢oziimleyebilmektedir (24, 25).



Bu testlerin yaninda 6zellikle bobrek hastalar1 acisindan ¢ok énemli bir test olan
caprazlama (Cross-Match-CM) testi uygulanmaktadir. CM hasta serumunda vericinin
HLA’lerine kars1 antikor olusup olusmadigini gosteren bir test sistemidir (20). Bobrek
nakilli hastalarda anti-HLA antikorlar1 yabanc1 HLA antijenleri ile karsilagma sonrasi
olusabilir. Bu karsilagsma kan transfiizyonlari, gebelik ve Onceden gecirilen redler ile
gerceklesmektedir. Nakil oncesi hasta serumunda, anti-HLA antikorlar1 komplemana
bagl lenfositotoksisite testi (lymphocyte Cross-Match, lenfosit CM) ile tayin edilir.
Pozitif CM, graftin reddine neden olur. Bobrek naklinde CM’in klinik 6nemi 1960’lar
da saptanmustir. Pozitif CM sonucu olan bir hastaya yapilan nakil sonunda hiperakut
rejeksiyon gelistigi bildirilmistir. 1980’lerde kadaverik bobrek naklinden sonra erken
graft yetmezligi riski %35-50’lerde oldugu  belirtilmistir (26). Bununla birlikte
1990°’dan beri bu risk dereceli olarak azalmistir. Bu diizelme zamanla bobrek
nakillerindeki basariyr arttirmak amaciyla klasik CM tekniklerine ilave teknikler
gelistirilerek saglanmistir. Anti-Human Globulin (AHG) ve Akim Sitometri-¢aprazlama
(Flow Cytometri-Cross-Match- ASCM) gibi daha hassas ¢aprazlama teknikleri bunlara
ornek olarak verilebilir (26). Bir hastanin serumunda HLA’lerine kars1 antikorlarin
varliginin saptanmasi icin tarama testi yapilmaktadir ve bu antikorlar da Panel Reaktif
antikorlar (PRA) olarak isimlendirilmektedir. Bu antikorlar incelenmeden ve dikkate

alinmadan nakiller gerceklestirilirse hiperakut redler goriilebilmektedir (16).

2.3. IMMUN YANIT

Immiin yamt bircok hiicrenin rol aldigi kompleks bir olaydir. Organizmanin
kendisini koruma, kendine yabanci olan maddeyi tanimasi ve buna karsi yanit
vermesine immiin yanit denir. Insan viicudunun kendi doku ve organlarina zarar
verebilecek etkenlere karsi direng gosterme yetenegine immiinite (bagisiklik) adi verilir.

Immiin sistemin kulland1g1 iki ana savunma sistemi vardir;

Dogal Bagisiklik Edinsel Bagisiklik
(non-spesifik) (spesifik)



Mikroorganizmalara karst savunmada ilk once dogal immiin yanitlar daha sonra ise
edinsel immiin yanitlar devreye girmektedir (27).
2.3.1.Dogal immiin yamt

Dogal immiin sistem edinsel sisteme kilavuzluk yapacak bilgileri toplama ve
edinsel immiin sistemi aktive etmek ilizere organize olmaktadir. Dogal immiin sistemi;
dis kaynakl metillenmemis DNA, viriislere 0zgii ¢ift iplikli RNA, lipopolisakkaritler
gibi bakteriyal duvar proteinleri ve i¢ kaynakli 1s1 sok proteinler tarafindan uyarilir (28).

Dogal immiin yanitin en 6nemli bilesenleri asagida goriildiigii gibidir.

a) epitel ve epitelyal yiizeylerde iiretilen anti-mikrobiyal maddeler gibi fiziksel
(deri, sa¢, mukoza) ve kimyasal bariyerler (ter, gozyasi, tiikiiriik, mide asidi,
idrar)

b) fagositik hiicreler (notrofiller, makrofajlar) ve dogal 6ldiiriicii (natural killer-
NK) hiicreler,

¢) kompleman sistemi iiyelerini igeren kan proteinleri,

d) dogal immiin sistemi hiicrelerinin aktivitelerini diizenleyen ve koordine eden
‘sitokin’ adi1 verilen proteinlerdir.

Dogal immiinitenin yap1 taslari, konak hiicrede bulunmayan, buna karsmn farkli
mikroorganizmalar lizerinde ortak olarak bulunan yapilar: tanirlar. Dogal immiinite ayni

etkenle her karsilagsmasinda benzer bicimde yanit olusturur (sekil 2.4.1) (27,29).

Yara
”’
NK Deri
hiicreler ;,__ Bakteri
Sitokinlerve  _ o* *_ * . ey e ™
kemokinler * e Serum
' - kKomplementinin

———aktivasyonu

Ndtrofiller makrofajlar tarafindan
rakterinin harahbiyeti ve fagositozu

Makr ofajlar

dentritik
hiicreler

Natrofiller

e ———
Kan damarlan

Sekil 2.3.1: Dogal immiinite elemanlar:
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2.3.2.Edinsel immiin yant

Dogal bagisikliktaki engelleri asarak viicudumuza girebilen enfeksiyon
etkenlerine karsi, organizmanin kendisini savunmasidir. Edinsel immiin sistemin
hedefinde ise 0zgiin yabanci immiinojenler ve yabanci proteinlerin epitoplar1 vardir.
Belirgin bir uyaran ya da antijene karsi baslayan olaylardir. Edinsel immiin sistemin

bilesenleri (sekil 2.3.2);

B lenfositler ---- Plazma hiicreleri -- - immiinglobulinler (Ig)

Hiicresel immiinite

[ > Himoral imminite

T lenfositler

/LN

Yardimcei Sitotoksik  Supresor

|::> Antijen sunan hiicreler (ASH) - Makrofajlar

- B lenfositler
- Dendritik hiicreler
Sekil 2.3.2: Edinsel immiin sistemin bilesenleri
Edinsel immiin yanit farkli pek cok antijene 6zgiil olup ayni antijenle tekrar
karsilagma halinde ‘immiinolojik hafiza’ 6zelligi sayesinde siddetini arttirir (27, 28, 29).
Immiin sistemin farkli bilesenlerinin aracilik ettigi ve farkli mikroorganizma tiplerini
ortadan kaldirmak iizere rol oynayan iki ¢esit edinsel immiin yanit vardir (27, 29). Hem
hiimoral hem de hiicresel immiinite adin1 alan bu olusumdaki merkezi olay, T
hiicrelerinin aktivasyonu ve klonal ¢ogalmasidir (sekil 2.3.3) (30, 31).
2.3.2.1 Humoral immiinite
Plazma hiicreleri tarafindan sentez edilen glikoprotein yapisindaki
immiinglobulinler ile gerceklesen immiin yanittir. Ig’ler antikor olarak da
adlandirilmaktadir. Antikorlar mikrobik antijenleri tanirlar, yabanci antijenlerin
enfeksiyon olusturma 6zelligini notralize ederler ve ortadan kaldirilmak iizere cesitli
efektor mekanizmalara yonlendirirler. Hiimoral immiinite hiicre dis1 antijenler ve

bunlarin toksinlerine karsi gelistirilen ilk savunma mekanizmasidir. Antikorlar bu
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mikroplara baglanarak, pek cok farkli efektdor mekanizmayi harekete gecirebilecek
ozelliktedir (sekil 2.3.3) (32).
2.3.2.2. Hiicresel immiinite

T lenfositlerin aracilik ettigi immiin yanittir. Viriisler ve bazi bakteriler gibi
hiicre ici yabanci antijenler, fagositler ve diger konak hiicrelerin icerisinde yasarlar. Bu
sebeple dolagimdaki antikorlarin bu mikroorganizmalara ulagmasi imkansizdir. Bu tip
enfeksiyonlara karsi savunmada T lenfositler ya fagosite edilmis mikroorganizmalari
oldiirmek iizere makrofajlar1 aktive eder ya da sitotoksik T lenfositler enfekte hiicreyi

dogrudan oldiiriir (sekil 2.3.3) (32).

Edinsel Immdnite

Hiimoral Immiinite Hiicresel Immiinite
- — — Demtritik
P osreler
Ekstrasellder : orti jen
rmikroplar s argalan
Fagosite mikroplar \ e

Saliman
sitokinler

- - Irfekte hiderelerds
T intrasellder mikroplar
B lenfosit
7
\'.
-.

£

|
= =<

l Ny
Mikroplarm Akti {a‘}
eliminasyonu nre i

i 7 N

Makrofajlar

Infekte hiicrelerin lizisi

Sekil 2.3.3: Edinsel immiin yanit elemanlari
Edinsel immiinitenin temel hiicreleri lenfositler (T,B ve NK), ASH’ler ve

efektor hiicrelerdir. Lenfositler yabanci antijenleri 6zgiil olarak taniyan ve yanit veren
hiicrelerdir. Antijenleri tanima, sekilleri ve islevlerindeki farkliliklar lenfositlerin alt
gruplarini tanimlar.
2.3.2.2.1. B lenfositler

Kanda dolasan lenfositlerin % 20 — 30 kadarini olustururlar. B lenfositleri, kemik
iliginde hematopoietik kok hiicrelerden gelisimlerine baglar ve memelilerde (insanda)
burada olgunlagmalarini tamamlarlar. Hiimoral immuniteden sorumlu hiicrelerdir.
Kemik iliginden yapilarak dolasima ¢ikan B hiicreler olgunlastik¢a antikor yapacaklari
antijene gore degisir ve boylece 6zel bir antikor iiretimi icin programlanmis olurlar. B
hiicreleri ylizeylerinde reseptor olarak glikoprotein yapisindaki Ig molekiillerini tasirlar.
B lenfositlerinin yiizeyinde IgM, IgD ve IgG’nin Fc kismina karsi reseptorler vardir.

Yiizeylerinde Ig molekiillerini tagiyan B hiicreleri, antijenik bir uyar: aldiklar1 zaman,
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aktive T hiicreleri ve makrofajlardan salinan ¢ogalma ve farklilagma faktorlerinin etkisi
altinda 12 saat icinde cogalirlar ve plazma hiicrelerine doniiserek antikor salgilarlar
(32,33).

2.3.2.2.2. T lenfositler

Kanda dolasan lenfositlerin % 70 — 80 kadarimmi olustururlar. T lenfositleri,
kemik iliginde hematopoietik kok hiicrelerden meydana gelmekte ve timosit hiicreleri
olarak kemik iliginden timusa go¢ edip burada olgunlasmaktadirlar (34,35).
Olgunlagmalar1 sirasinda farklilasma gecirerek, antijenleri tanimalar: i¢cin gerekli olan
glikoprotein yapida yiizey reseptorlerini (cluster of differentiation— CD) kazanirlar
(33,34).

T lenfositleri ylizeyinde bulunan T hiicre reseptor kompleksi, iki farkli yapidan
olusur. Bunlar; THR (T hiicre reseptor) ve CD3’tiir. TCR 100 kD agirliginda olup, Ig
gibi, degisken (V) ve sabit (C) domainlerden olusmus, heterodimer yapida bir cift
polipeptid zincirden meydana gelmistir. % 95’1 af, % 5’1 yd heterodimeridir. TCR,
antijenleri 6zgiil olarak tanityabilmektedir. CD3 ise her biri 21-26 kD agirhigindaki 3
membran proteininden olugmustur. CD3  kompleksi v,e,8,,n zincirlerin dimer
olusturmasi ile meydana gelir. M zinciri ile { zinciri ayn1 genden orijin alir. RNA
splicing’deki farkliliktan dolayr karboksil terminal uglarinda farklilik vardir.  ve m
digerlerinden farkli olarak kisa (9 aa.) external bolge, transmembran bolge ve uzun bir
internal kuyruga sahiptir. Internal kuyruk, n’da 113 aa., {’da ise 155 aa. dir. CD3’iin
transmembran bolgesindeki aspartik asit molekiile (-) yiikk kazandirrr. Bu 6zellikle,
CD3’iin TCR’nin transmembran bdlgesinde (4) yiiklii olan 1 ya da 2 aa. ile etkilesimini
saglar. CD3’lin sitoplazmik kuyruklari, immiinreseptor tirozin baz aktivasyon motif
(ITAM) adi verilen bir motif icerir. Bunlarm sinyal iletilmesinde 6nemli rolleri vardir.
Tirozin kinazlar ile etkilesmektedirler. CD3 molekiiliiniin antijenik sinyali, internal
kuyruk aracilig ile hiicre icine ilettigi kabul edilmektedir (34).

T lenfositler ise antikor iiretmezler, reseptorleri antikorlardan farkli olarak
membrana baghdir ve hiicre i¢i mikroplarin antijenlerini taniyip ortadan kaldirmakla
gorevlidirler. T lenfositlerin antijen 0zgiilligi sinirlidir, bu sebeple yalnizca biiyiik
doku uygunluk kompleksi (Major Histocompatibility Complex-MHC) dahilindeki
genlerde kodlanan konak proteinlerine bagl olan ve diger hiicrelerin yiizeyinde sunulan
peptit antijenleri tanirlar. Sonug olarak, T hiicreleri ¢oziiniir antijenleri degil de hiicre

yiizeyi ile baglantili antijenleri tanir (32). T lenfositler islevsel olarak farkli alt
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gruplardan olusurlar. En iyi tanimlanmis olanlar CD4+ [(yardimci T lenfositler (T
hepler-Th)] ve CD8+ [(sitotoksik T lenfositler (sTL)]’dir. Antijenik uyar1y: takiben Th
hiicreleri sitokin salgilar. Bu sitokinler, T lenfositlere ek olarak B hiicreleri, makrofajlar
ve diger lokositlerin de ¢ogalmasi ve farklilagmasm tetiklerler. sTL’ler viriislerle
enfekte edilmis olan hiicreler ya da diger hiicre i¢i mikroplar gibi yabanci antijenleri
treten hiicreleri Oldiiriirler. Diizenleyici T hiicreleri (T regiilator-Treg) olarak
adlandirilan bazi T hiicrelerinin islevi temelde immiin yanitlar1 baskilamaktir. Bu T
hiicrelerinin olusumu ve meydana gelisi tam olarak anlasilamamuistir.

B ve T lenfositler olduk¢a farkli ve spesifik antijen reseptorleri eksprese ederler
ve edinsel immiin yanitlarin 6zgiilligli ve hafizada tutulmasmdan sorumludurlar.
(32,36). Genel olarak, bir antijene karsi immiin yanitin olusmasi, onun T lenfositler
tarafindan taninmasiyla baslar. Edinsel bagisikligin baslamasi ve gelismesi icin
antijenlerin yakalanmas1 ve 06zel lenfositlere gosterilmesi gereklidir. Antijenler
dinlenme halindeki Th lenfositine; monosit, makrofaj, dentritik hiicreler (DH), glia
hiicreleri, derinin langerhans hiicreleri gibi ASH’ler tarafindan sunulurlar. Mononiikleer
fagositler ve folikiiler dendritik hiicreler (FDH) de ASH 6zelligine sahip hiicrelerdir. B
hiicreleri de 6zel sartlarda T hiicrelerine antijen sunarlar. Bu hiicreler dig ortamdan
hiicre icine giren mikrobik ajanlar1 yakalar ve immiin yanmitlar1 baslatmak iizere bu
antijenleri naif T hiicrelerine sunar. (32). Lenfositlerin antijenle aktivasyonu efektor
hiicreler olarak adlandirilan hiicrelerin katilimiyla antijenin ortadan kaldirilmasini
saglar. Aktive olmus T lenfositler, mononiikleer fagositler ve diger 16kositler, immiin
yanitlarin farkli basamaklarinda efektor hiicreler olarak gorev alirlar (32,37).

Hem B hem de T lenfositler, kemik iliginde ortak bir 6nciiden koken alirlar. B
hiicre gelisimi kemik iliginde devam ederken, T hiicre Onciileri timusa go¢ eder ve
olgunlasir. Olgunlagsmadan sonra, B ve T hiicreleri kemik iligi ve timusu terk edip
dolagima katilir ve periferik lenfoid organlara yerlesirler (32,38). Immiin sistem
dokular1 T ve B lenfositlerin olgunlastigi ve antijene yanit verebilecek hale geldigi
kemik iligi ve timusdan olusan primer lenfoid organlar (iiretken, merkezi lenfoid
organlar) ile naif lenfositlerin antijenle karsilastigi lenf nodu ve dalak gibi periferik
lenfoid organlardan (sekonder lenfoid organlar) olusur (39). B ve T hiicre olgunlagmasi,
antijen reseptor gen segmentlerinin somatik rekombinasyonunu ve B hiicre Onciilerinde

Ig molekiillerinin, T hiicre onciilerinde ise THR molekiillerinin ekspresyonunu igerir. B
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ve T hiicrelerinin antijen reseptorleri smirli sayidaki gen segmentinin somatik
rekombinasyonuyla olusan genler tarafindan kodlanir (32).

B ve T lenfositler, lenfosit soyunu olusturmak iizere programlanmig, kemik iligi
kokenli ortak bir atadan gelisirler. B hiicre olgunlagsmasi kemik iliginde ilerlerken, erken
T hiicre Onciileri timusa go¢ ederek olgunlagmalarint burada tamamlarlar. Olgunlasan
lenfositler 6zgiilliikklerini korumak icin olgunlagsmalarmin farkli asamalarinda segilirler.
Secim, antijen reseptOriiniin ekspresyonu ve reseptoriin neyi tanidigina baglidir. Antijen
reseptoriinii tagimakta basarisiz olan onciil lenfositler apoptoz ile 6liir. Olgunlagsmamis
T lenfositleri kendi MHC molekiillerini tanimak iizere secilir; bu siire¢ pozitif se¢cim
olarak adlandirilir. Olgunlastiktan sonra bu T hiicreleri aktive olmak icin aynt MHC
molekiiliinii tanimaya ihtiya¢c duyarlar. Pozitif secim, gelisen lenfositlerdeki antijen
reseptoriiniin timustaki MHC molekiillerini tanimasi ve dogru (kendi MHC si ile sinirly)
antijen reseptorleri ile olgunlagma siirecini tamamlayacagindan emin olarak yasaminin
devami ve ¢ogalmasi icin gereken sinyalleri iletmesine dayanir. Olgunlasmamis T ve B
lenfositleri, sirasiyla kemik iligi ve timusta sunulan kendi antijenlerini yiiksek afiniteyle
tanimalariyla da secilirler. Bu siire¢ negatif secim olarak adlandirilir. Negatif secim ile
tiretken lenfoid organlar dahil tiim viicutta bulunan, kendi antijenlerine kars1 reaksiyon

gosterebilen potansiyel olarak tehlikeli lenfositler yok edilebilir (sekil 2.3.4) (40).

Pre-B/T antijen Antijen Pozitif ve
Cogalma reseptdr Cogalma reseptor negatif
ekspresyonu ekspresyonu secim

Zayif 6z Olgun T/B
antijen hdcresi

tanmnimasi

< mg gis
Sigunias- e, N i \ m;
e é e
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r' ﬁ secim
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Oz antijeni

<¥/ e '\\_/ b 7\
Pre-lenfosit ..‘., : Sér:.\ﬁ

reseptor Antijen reseptor

ekspresyonunda ekspresyonunda
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Sekil 2.3.4: Lenfositlerin olgunlasma asamalari

Lenfositler ve aksesuar hiicreler anatomik olarak farkli lenfoid organlarda
yogunlagsmislardir. Lenfositler kanda da mevcuttur ve antijeni ortadan kaldirmak iizere
lenfoid dokular ve antijenin oldugu periferik bolgeler arasinda gidip gelebilir (44).

Edinsel immiin yanitin farkli evreleri vardir (40);
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1) Antijenle karsilagsma ve lenfositler tarafindan taninma,
2) Lenfosit aktivasyonu,
3) Saldiry,
4) Homeostaz-immiin yanitin azalmasi,
1) Antijenin taninmasi

Her birey klonal kokenli ¢ok sayida lenfosite sahiptir. Her bir klon tek bir
onciiden olusur ve farkli bir antijjenik determinanti tanima ve yanit verme
kapasitesindedir. Bir antijen viicuda girdiginde daha 6nceden var olan 6zgiil bir klonu
secer ve onu aktive eder. Bu kavrama klonal seleksiyon hipotezi denir.
2) Lenfositlerin aktivasyonu

Lenfositlerin aktivasyonu iki sinyale ihtiya¢ duyar. Ik sinyal antijenin
kendisidir. Bu sinyal immiin yamtmn 6zgiilliigiiniin gostergesidir. Ikinci sinyal ise hasarli
dokular ya da mikroplara kars1 olusturulmus olan dogal immiin yanitlarin bilesenleridir.
Bu ikinci sinyal, immiin reaksiyonlarin yalmizca gerektigi zaman meydana geldigini ve
0z antijenler de dahil olmak iizere zararsiz molekiillere kars1 gelismediginin garantisidir.
Lenfositlerin antijenlere ve ikinci sinyallere yanitlari sonucunda yeni proteinlerin
sentezi, hiicresel proliferasyon ve efektor ile hafiza hiicrelerine farklilasma gerceklesir
(40).
3) Antijenlerin ortadan kaldirilmasi

Edinsel bagisikligi bu efektor fazi, dogal bagisiklikta da gorev alan kompleman
sistemi ve fagositler de dahil olmak iizere farkli savunma mekanizmalarmna ihtiyag
duyar. Bu mekanizmalar, yaniti olusturan mikroplar1 ve antijenleri notralize eder ve
ortadan kaldirir.
4) Homeostaz-immiin yanitin azalmasi

Immiin yamitin sonunda immiin sistem dinlenme haline geri doner. Antijenle
uyarilmis lenfositlerin biiyiik bir kism1 apoptoz ile ortadan kaldirilir. Antijenle aktive
olmus T ve B lenfositlerin bazilar1 dinlenme evresinde uzun siire yasayabilen hafiza
hiicrelerine farklilagirlar. Bu hafiza hiicreleri antijenle bir daha karsilagildiginda daha

hizl1 ve etkin bir immiin yanit olusturmak i¢in gereklidir (sekil 2.3.5) (40).
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Sekil 2.3.5: Edinsel immiin yanmitin evreleri

2.3.2.2.2. NK hiicreler
Ugiincii bir lenfosit grubu ise NK hiicreleri olup, bu hiicreler viriisler ve diger

hiicre i¢i mikroplara karg1 immiin yanita katilirlar (32).
2.4. ALLOIMMUN YANIT

Alloimmiin yanitin merkezinde T lenfositleri vardir. ASH’ler iizerinde sunulan
verici antijenleriyle (alloantijenler) aktivasyonu takiben, allospesifik T lenfositleri
cogalir ve efektor hiicrelere farklilasir veya allograft iizerindeki hasar1 ortadan
kaldirmaya cahisan diger hiicrelere yardim eder (32). Insanda alloimmiin yanitin
baslamasindan sorumlu 6z olmayan en Onemli antijenler HLA olarak bilinen MHC
proteinleri ile gerceklesir. Hiicre ylizeyinde bulunan MHC molekiilleri yabanci
antijenleri baglayarak immiin sistemin effektor hiicrelerine sunar ve immiin cevabin
baslamasinda dnemli rol oynar (42,43).

MHC gen bolgesi, 6. kromozomun kisa kolu iizerine yerlesmis 200’den fazla
gen iceren bu bolge 4 centimorgan uzunlugunda olup yaklasik 4 Mbp’lik yer
kaplamaktadir (42,43). MHC, c¢esitli hiicrelerin yiizeyinde eksprese olan proteinleri
kodlayan gen grubunu igerir. Yiiksek oranda polimorfik olan bu bdlgedeki genler
tarafindan kodlanan proteinlerin bazilar1 graft reddinde onemli rol oynamaktadir. Bu
nedenle nakil antijenleri olarak da adlandirilirlar (18,44). 1958’de Dausset, Snell ve
Rappaport ilk kez insanda 16kositlerde MHC antijenlerini gostermiglerdir. Ayn1 yil Van
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Rood ve arkadaslar1 birden fazla kan transfiizyonu yapilmis kisilerin ve ¢cok dogum
yapmis kadinlarin serumlarinda lokositlere karsi olusmus antikorlar1 gostermislerdir
(45). MHC gen bolgesi iirtinleri olan ilk doku antijenleri 16kositlerin ylizeyinde tespit
edildiginden HLA olarak tanimlanmislardir. Daha sonra yapilan caligmalarda bu
antijenlerin sadece lokositlerde degil, doku hiicrelerinde de bulundugu anlasilmistir (42,
44, 46).

1930’lu yillarin ortalarinda R.A. Gorer ve Snell yabanci dokunun reddinde
MHC antijenlerinin rol oynadigmni belirlemislerdir (47). MHC molekiilleri her bir
bireyde es-baskin (kodominant) olarak eksprese edilir ve MHC kompleksinde ii¢ grup
gen bolgesi (Smif I MHC, Smif I MHC, Smf III MHC) tanimlanmustir (sekil 2.4.1)
(42,48).
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Sekil 2.4.1: MHC lokusunun genleri
2.4.1. MHC smif I molekiilleri

MHC sinif I molekiilleri, biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunmaktadir. Bu bolge
HLA-A, B, C, E, F, G, H, J ve X lokuslarim1 icermektedir. HLA-A, B, C lokuslar1
klasik smif I lokusu olarak polimorfik ve fonksiyoneldir. HLA E, F, G, H, J ve X
lokuslar ise klasik olmayan lokuslar olarak bilinirler. Bu lokuslar yalanci gen olup
herhangi bir protein iiriinii kodlamazlar (47). MHC sinif I molekiilleri birbirine kovalent
olmayan bir sekilde baglanmis, amino ucu hiicre disinda bir agir zincir ve kovalent
olmayarak bagli 3, mikroglobulinden olusan iki ayri polipeptid zincir i¢ermektedir.
Bunlardan o polipeptid zinciri 44 kD agirhiginda ve 338 amino asit (aa) uzunlugunda
birbirine disiilfit baglar ile bagh ii¢ ilmekten olusur. N terminal ug ile baglayan molekiil,

ekstraselliiler hidrofilik bolge (1-281 residue), transmembran hidrofobik bolge (282-306
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residue) ve intraselliiler hidrofilik bolge (307-338 residue) olmak iizere ii¢ boliime
ayrilir. Agir zincirin ekstraselliiler bolgesinde bulunan  molekiillerden o ve o»
membranin distalinde yer alir ve her ikisi birden molekiiliin peptid baglama bolgesini
olusturur. Bu bolgeler 1. ve 2. eksonlarda kodlanir ve degiskenligi belirler. Membran
proksimalinde yer alan o ise T hiicresi iizerinde bulunan CD8 molekiilii ile etkilegsme
bolgesini tagir (48).

15. kromozomda MHC icerisinde agir zincire ek olarak bir gen tarafindan
kodlanan [3,. mikroglobulin, 12 kDa'lik bir alt birimdir. Polimorfik olmayan [,
mikroglobulin membrana tutunmadan MHC smif I agir zincirleri ile iliskilidir. MHC
smmif I molekiillerine baglanan peptidlerin 8-9 aminoasitten daha uzun olmadig1 ve

bunlarin eksojen peptidler oldugu gosterilmistir. 3, - mikroglobulin agir zincir- antijenik

peptid iliskisi i¢in gereklidir. Bu molekiil agir zincir baglantisini stabilize eder (sekil

2.4.2) (48,49).

Sekil 2.4.2: MHC smmf I molekiiliiniin yapisi

2.4.2. MHC smif II molekiilleri

MHC sinif IT molekiilleri, ozellikle B lenfositlerde, makrofajlarda, DH’lerde,
endotel hiicrelerde ve aktive T hiicrelerinde bulunur. Makrofaj ve lenfositlerin
etkilesiminde rol oynarlar (42). HLA-DM, DN, DO, DP, DQ ve DR olmak iizere alt1
farkli lokusdan olusmustur. DM, DN, DO lokuslar1 yalanci gen olup herhangi bir
protein iirtinii kodlamazlar. Heterodimer yapisinda tip I integral membran proteinleridir.
MHC smif II molekiilleri de birbirine kovalent olmayan bir sekilde baglanmis iki
polipeptid (o ve P) zincir icerir. o zinciri 32-24 kD ve B, zinciri de 29- 32 kD
agirhgmdadir. MHC smif II molekiiller o ve B primer aa dizisine ve kristal yapisina

gore dort bolgeye ayrilmaktadir.
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a) Amino terminal ekstraselliiler peptid baglayan bolge,
b) Ekstraselliiler Ig benzeri bolge,

¢) Transmembran bolge,

d) Sitoplazmik bolge,

Genetik diizeninde o ve B zincirinin 2. eksonu (ot; ve ;) islevsel olarak peptid
baglama bolgesine uyan degisken bolgeyi kodlar. Bu molekiiliin degisken bolgesini iki
ayr1 zincir birlikte olusturur. Her iki molekiilde ekstraselliiler hidrofilik bolge,
transmembran hidrofobik bolge ve intraselliiler hidrofilik bolge icerir. Hem o hem de 3
zincirinin  transmembran  bolgesinin  bulunmasi bu molekiiliin  stabilizasyonunu
artrmaktadir (47). Smif II molekiiliiniin ayrilma bdolgesi, bir CD4+ Ty hiicresine
tanitmak iizere peptitleri baglayabilir. Sinif IT molekiiliiniin ayrilma bolgesi a¢ik u¢ludur
ve 11 aminoasitten daha uzun peptitleri baglayabilir. MHC sinif II bolgesindeki tastyici
proteinler olan (adaptor protein-antijen sunulumu ile ilgili protein-TAP) TAP1, TAP2,
LMP2 ve LMP gibi diger genler HLA molekiiliiniin islenmesinde ve sunumunda 6nemli

rol oynar (47,50) (sekil 2.4.3).

MHC Simd 1l et baglama

Sekil 2.4.3: MHC simif II molekiiliiniin yapisi
2.4.3. MHC smuf IIT molekiilleri

MHC smif III genleri arasinda birka¢ kompleman geni (C2, C4a, C4b ve Faktor
B), Tiim6r Nekrozis Faktor iiyeleri (TNF-a, TNF-$3, LTA, LTB) ve 1s1 sok proteinlerini
kodlayan genler bulunmaktadir. Bu bolge MHC smif I ve MHC smif II bolgelerinin
arasmdadir (47, 51).

2.4.4. MHC molekiillerinin islenmesi

Hem hiicresel hem de hiimoral olusumdaki merkezi olay, T hiicrelerinin
aktivasyonu ve klonal ¢ogalmasidir. Immiin yanmit bircok hiicrenin rol aldig1 karisik bir

olaydir. Hiicresel immiin sistemin aktif hale gelmesi; konak organizmaya bir antijenin
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girmesi, ASH’ler tarafindan islenerek lenfositlere sunulmasi ve lenfositler tarafindan
taninmasiyla baslamaktadir. MHC molekiilleri peptidleri gosterebilmekte, protein
antijenlerini biitiin olarak sunamamaktadir Dogal olarak bulunan proteinleri MHC
molekiillerine baglanabilen peptidlere doniistiiren mekanizmalar bulunmaktadir. Bu
doniistiirme “antijen isleme” olarak adlandirilir. Profesyonel ASH’lerce hiicre icine
almip vezikiiller i¢ine alinan hiicre dis1 proteinler islenip MHC smif II molekiillerince
sunulurken, c¢ekirdekli hiicrelerin sitozoliinde islenen proteinler MHC smif 1
molekiillerince gosterilmektedir (52, 53).

2.4.4.1. Sitozolik antijenlerin MHC sinif I yolu ile islenmesi

Tiim ¢ekirdekli hiicreler MHC smif I'i ekspresse etmektedir. MHC sinif I iligkili
antijen sunumu icin proteinler, sitoplazmada bulunan proteozomlar veya diger
proteazlar tarafindan parcalanir. MHC sinif I molekiillerine baglanabilmelerini saglayan
ozelliklere sahip peptidler olusturulur. Bu peptitler antijen islenmesiyle ilgili TAP
olarak adlandirilan adenozin trifosfata (ATP) bagimli ve endoplazmik retikulum (ER)
zar iizerinde bulunanan bir tasiyici tarafindan sitoplazmadan ER’a tasmir. ER'da yeni
sentezlenmis MHC-0a2 mikroglobulin dimerleri TAP kompleksine baglanir ve ER i¢ine
tasinan proteinleri alir. Peptidle baglanmis olan MHC sinif I molekiillerinden olusan
kararli kompleks ER'den c¢ikar ve Golgi kompleksi vasitasiyla hiicre yiizeyine gider
(sekil 2.4.4) (54, 55,56).
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Sekil 2.4.4: Sitozolik antijenlerin MHC siif I yolu ile islenmesi
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2.4.4.2. Vezikiillere ahnmis olan antijenlerin MHC smmf II yolu ile islenmesi

Sinif II iligkili antijen sunumu icin, hiicre dis1 proteinler, asidik pH'de islev
goren enzimler tarafindan proteolitik olarak yariklandiklar1 yer olan endozomlarin icine
almirlar. Degismez zincir (Invaryant zincir-Ii) ile baglanmis olan yeni sentezlenmis
MHC smuf II proteinleri ER'den endozomal vezikiillere aktarilir. Burada Ii proteolitik
olarak yariklanir ve Ii'nin kiigiik bir peptid artig1 olan ve smif II iliskili degismez zincir
peptid (class II-associated invariant chain peptide-CLIP) olarak adlandirilan molekiil de
MHC molekiiliiniin peptid baglayan yarigindan HLA-DM molekiilleri tarafindan
uzaklastirilir. Hiicre dis1 proteinlerden olusturulan peptidler MHC smif II molekiiliiniin
mevcut yarigina baglanirlar ve trimerik kompleks (MHC simf II o, ve B, zincirleri ve

peptid) hiicre yiizeyine hareket eder (Sekil 2.4.5) (54,57).
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Sekil 2.4.5: Vezikiillere ahnmis olan antijenlerin MHC siif II yolu ile islenmesi

2.4.5. Nakilde dogal immiin yamt

Dogal yanitta, nakledilen organdaki inflamasyon ASH’leri aktive eder ve
olgunlasip sekonder lenfoid organlara gociinii tetikler (27). Dogal bagisiklik sistemi,
ister allograft ister istilac1 patojenler olsun yabanci antijenlere kars1 savunmada ilk tepki
veren mekanizmadir. Dogal immiin sistemde mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
ve ‘patojen iliskili molekiiler Orgiileri (pathogene associated molecular patterns-
PAMPS)’ taniyan ve bunlara karsi dogal immiin yaniti kolaylastiran toll-benzeri
reseptorler (toll-like receptor-TLR) vardir. Bugiine kadar, en az 10 TLR belirlenmistir.
TLR’ler bir kez PAMPS ile baglandiginda, evrensel sinyal adaptor proteini olan MyD88
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vasitasiyla bir sinyal yolagini baglatirlar. Bu sayede, NF-kB translokasyonu ile pro-
inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1, 6, 8 ve 12) ekspresyonu tetiklenir (38). Bu
sitokinler, dendritik hiicre (DH)’lerin olgunlagsmasini, sekonder lenfoid organlara
gbciinii ve T hiicre es-uyarimi icin gerekli olan yiizey proteinlerinin (CD40, CD80 ve
CD86) ekpresyonunu tetikler. Sekonder lenfoid organlarda, DH’ler naif T hiicrelerini
aktive ederek immiin yanitin edinsel evresini baslatirlar (27).
2.4.6. Nakilde edinsel immiin yamt

Edinsel bagisik yanit ise, ASH’ler sekonder lenfoid organlarda antijen spesifik T
hiicrelerini aktive edip efektor hiicre olusumuna neden oldugu ve bu hiicrelerin
rejeksiyona aracilik edecekleri allografta gociine yol actiklarinda baglar. Alloantijenin T
hiicreleri tarafindan taninmasi, T hiicre aktivasyonu, proliferasyonu, antijenin ortadan
kaldirilmas: ve nihayetinde immiin sistemin dinlenme haline geri donmesi ve hafiza
hiicrelerinin olusumunu iceren evrelerden olusur (27).
2.4.7. Allotammma

Yabanci nakil antijenleri (alloantijenler) alicinin T hiicreleri tarafindan taninir ve
bu T hiicreleri dogrudan ve dolayli tanima olarak adlandirillan iki yolakla aktive
olabilirler (36).
2.4.7.1. Dogrudan tanima

Alicinin T lenfositleri, verici ASH’si iizerinde ekspresse olan alloantijenler
tarafindan tetiklenir. Bu ASH’lere genelde yolcu lokositler denir ve bunlar nakedilen
organlardan alicinin sekonder lenf organlarma go¢ ederler. Bu alloantijenler, verici
MHCsi ile kompleks olusturmus endojen peptidlerden olusmaktadir. MHC ile sunulan
peptid 6z peptid ise alloreaktif T hiicresi tarafindan ‘yabanct’ olarak algilamip T hiicre
aktivasyonuna yol acar (sekil 2.4.6) (39).
2.4.7.2. Dolayh tammma

Verici hiicreleri tizerindeki alloantijenler, alicinin ASH’leri tarafindan yakalanir,
islenir ve 6z MHC molekiiliiniin yariginda alict T lenfositlerine sunulur. Dogrudan
tanimada daha kuvvetli bir immiin yanit olusuyor gibi goziikse de her iki tanima
tarafindan gerceklestirilen allotamima graft rejeksiyonu icin yeterli olmaktadir (sekil

2.4.6) (39).
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Sekil 2.4.6: Alloantijenlerin dogrudan ve dolayh yolla taninmasi

2.4.8. T hiicre aktivasyonu

Hem hiicresel hem de hiimoral olusumdaki merkezi olay, T hiicrelerinin

aktivasyonu ve klonal cogalmasidir. Eger ASH yiizeyinde islenmis antijenik peptid

MHC Smif II molekiilleri ile birlikte immiin sistem hiicrelerine sunulursa CD4" Ty

hiicre aktivasyonu sdz konusudur. Antijen ile Ty hiicresinin etkilesimi Ty hiicresinin Go

fazindan G, fazina girisini baslatmis olur (30,31).

T hiicre aktivasyonundaki ilk olay THR’niin ASH iizerindeki MHC - peptid

kompleksine baglanmasidir. Bu etkilesim ve olusan aktivasyon sinyalleri, T hiicreleri ve

ASH iizerindeki cesitli yardimc1 membran molekiillerini kapsar. THR’nin hiicre i¢i

sinyalizasyonu iletme yetenegi, CD3 protein kompleksi aracilig: ile olmaktadir. THR, 3

proteinden olusan CD3 kompleksi ile kovalen olmayan ve ayni zamanda ( zinciri adi

verilen homodimerik baska bir sinyal proteini ile iligkilidir (sekil 2.4.7.).

Sekil 2.4.7: CD3 kompleksi
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THR, CD3 ve ( zinciri THR kompleksini olusturur. THR kompleksinde antijen
tanima fonksiyonu degisken THR a ve P, zincirleri tarafindan, buna karsilik sinyal
fonksiyonlar1 ise bagli/CD3 ve ( proteinleri tarafindan gerceklestirilir. T lenfositlerinin

aktivasyonuna yol acan molekiiller sekil 2.4.8’de gosterilmistir (57, 58,59,60).
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Sekil 2.4.8: T lenfositlerin aktivasyonuna yol acan molekiiller

T hiicre ile antijenin taninmasindaki iliskide etkili olan biyokimyasal yollar
enzimlerin aktivasyonunu, adaptdr proteinleri ve aktif transkripsiyon faktorlerini
icermektedir. THR ve es reseptorler ASH’de MHC-peptid kompleksi baglandig1r zaman
bir araya gelir ve diger proteinlerin de aktivasyonu soz konusudur. Bu proteinler
adezyon, sinyal iletiminde ve T hiicrelerin aktivasyonunun baglatilmasinda onemlidir.
THR kompleksi tarafindan baglatilan hiicre ici sinyalde bir kez aktive olduklarinda
Lck, € ve CD3 proteinlerinin ITAM’larinda bulunan tirozin artiklarimi fosforile eder. Z
zincirinin fosforile ITAM’lar1 Lck tarafindan da fosforile olan ve bdylece enzimatik
olarak aktive olan ZAP-70 (zeta iliskili protein 70 kD agirliginda) olarak adlandirilan
tirozin kinaz i¢in yanasma bolgesi olusturur. ZAP-70 THR kompleksi yaninda toplanir
ve ek sinyal iletim olaylarinda aracilik eden adaptor proteinleri ve enzimleri fosforile
eder. ki ana sinyal iletim yolu vardir. Bunlar; kalsiyum- aktive T hiicrelerinin niikleer
faktorii (NFAT) yolu ve Ras/Rac- mitojen aktive protein (MAP) kinaz yolu.

Aktive T hiicre NFAT niin aktivasyonu Ca*" iyonlarna baghdir. Ca-NFAT yolu
ZAP-70 aracili fosforilasyon ve membran inozitol fosfolipidlerin hidrolizini
katalizleyen fosfolipaz C (PLC) olarak adlandirilan enzimin aktivasyonu ile baglatilir.
PLC iliskili fosfolipidlerin yikim iiriinlerinden biri olan inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3)
hiicre i¢i stoklardan Ca™" iyonlarinin serbestlesmesini saglar. THR kompleksinden gelen

++ <

sinyallere hiicre dis1 Ca™ ‘min hiicre i¢ine girisine neden olmaktadir. Sitoplazmik Ca™

kalmodiilin olarak adlandirilan bir proteine baglamir. Ca™-kalmodiilin kompleksi
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kalsinrin olarak adlandirilan bir fosfatazi aktive ederek NFAT olarak adlandirilan
sitozolik transkripsiyon faktOriiniin inaktif formundan fosfatlar1 ayirir. Defosforilasyon
gerceklesince, NFAT T hiicre biiyiime faktorii 1L-2 ve IL-2 reseptor igeriklerini
kodlayan genleri de iceren birka¢ genin promotor bolgesine baglanarak aktivasyonun
gerceklestigi niikleus bolgesine go¢ eder. Klinik olarak dnemli immiinsiipresif ajanlar
olan siklosporin ve takrolimus etkilerini kalsindrin etkisini inhibe ederek gosterir. (sekil
2.4.9) (37). Ras/Rac-MAP kinaz yollarinda ise, guanozin trifosfat (GTP) baglayan Ras
ve Rac proteinlerin icerir. Bu proteinler GTP’ye adaptor proteinlere ve MAP kinaz
ailesinden birini aktive eden kaskad proteinlerine baglandig1 zaman aktive olurlar. ZAP-
70 bagimh fosforilasyon ile iligkili yollar ve plazma membraninda adaptor proteinlerin
birikimi, Ras veya Rac birikimine neden olur. Bu birikim GTP/guanozin difosfat
(GDP)’nin degisimi ile aktivasyona neden olur. Ras-GTP ve Rac-GTP belirli MAP
kinazlarm aktivasyonuna neden olur. MAP kinazlarda hiicre dis1 sinyal-diizenli kinaz
(ERK) ve c-jun amino terminal kinaz (JNK), c-fos olarak adlandirilan diger proteinin
fosforilasyonunu uyarrr. C-fos ve fosforile c-jun, bazit T hiicre genlerinin
transkripsiyonunu arttiran aktive transkripsiyon faktorii-1 (AP-1) olusumu i¢in bir araya
gelir (37). THR sinyal iletimine katilan diger biyokimyasal olaylar serin-treonin kinaz
olarak adlandirilan protein kinaz C (PKC)’nin ve transkripsiyon faktor niikleer faktor-
(NK-kB)’nin aktivasyonunu igerir. PKC, IP3 gibi membran inozitol lipidlerin fosfalipaz
C-aracili hidrolizi ile olusan diacilgliserol tarafindan aktive olur. T hiicreye 6zgiil PKc
izoformu, PKC-®, NK-kB’nin aktivasyonu ile baglantilidir. NK-kB dinlenme halindeki
T hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunur ve I KB olarak adlandirilan inhibitore baglanir.
Antijen tanmmas1 ile olusan THR sinyalleri baglanan inhibitor NK-KB’nin
fosforilasyonuna ve ayrilmasina neden olur ve NK-kB serbestlesir, bazi genlerin

transkripsiyonunun aktive edildigi niikleusa hareket eder (sekil 2.4.9) (37).
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Sekil 2.4.9: T lenfositlerde sinyal iletim yollar

MHC -peptid kompleksi ile THR-CD3 etkilesimi, T hiicre proliferasyonu ve
yardimel veya sitotoksik T hiicresine farklilagsmasi icin yeterli degildir. T lenfositler
tizerinde eksprese olan es-uyaran molekiiller tarafindan saglanan ikinci bir uyarana
ihtiya¢ vardir. Bu uyaran yolaklar, ASH ve T lenfositler arasinda siki bir ‘immiinolojik
sinaps’ olugmasina katkida bulunur. Alloimmiinitenin tetiklenmesi es-uyaran molekiiller
CD28 ve CD40 ligantdir (CD40L veya CD154). ASH-T hiicre etkilesimi sirasinda ASH
tizerindeki B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) dinlenme halindeki T lenfosit yiizeyindeki
CD28’e baglanir. CD28’in capraz baglanmasi, T hiicre aktivasyonunu tetikler ve hiicre
ici kinazlarm katildig1 bir sinyal iletisi baglar. Sonucta, artmig ve siirekli THR-CD3
sinyalizasyonunu takiben IL-2 iiretimi ve T hiicre proliferasyonu artar. CD28’in aksine
CD40L es uyaran molekiilii sadece aktif lenfositler iizerinde eksprese edilir. CD40L
reseptorii olan CD40, profesyonel ASH ve endotelyal hiicre yiizeyinde mevcut olan bir
glikoproteindir. CD40L-CD40 kompleksi, T hiicrelerinin efektdr fonksiyonlarini 3
sekilde arttirir. {1k olarak, DH iizerindeki CD40, B7-1 ve B7-2 ekspresyonunu arttirir ve
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IL-12 tretimini uyarir. Bu aktivasyon adimlari, DH’lerin CD4+ T hiicrelerin
proliferasyonunu ve CD8+ T hiicrelerin sTL’lere farklilasmasini uyarir. Ikinci olarak, B
lenfositleri iizerindeki CD40’in T hiicreleri tarafindan baglanmasi, edinsel hiimoral
immiin yanitlarm olusmasi ve IgM’in IgG’ye izotip doniisiimii icin gereklidir. Uciincii
olarak, monosit ve makrofajlar tizerinde CD40’1n T hiicreleri tarafindan baglanmasi,
lokositlerin inflamasyon alanina go¢ etmesi igcin gerekli olan hiicre adezyon

molekiillerinin tiretimini artirir (sekil 2.4.10) (41).

T hilcresi antijeni
tanir (B7 uyarani olsun

Aktive olmus T hiicresi ASH
tzerindeki CD40'a baglanan
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ya da olmasin) CD40L'yi eksprese eder aktive eden sitokinleri salgilar
CDAOL ekspresyonuna B7 ekspresyonuna yol
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D40 ligand A
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Sekil 2.4.10: T hiicre aktivasyonunda ikinci uyaranlarin rolii

T hiicre aktivasyonu i¢in bu ikili uyaran, diger sitokinlerin salinmasini saglayan,
IL-2 ve IL-2 reseptdor genlerinin transkripsiyonunu aktive etmek tizere, CD4 T
hiicrelerini tetiklemektedir. Daha sonra sitokinlerin reseptorlerine baglanmasi ile olusan
tictincii uyari, tiim T hiicre aktivasyon kaskadinin hiicre boliinmesine dogru ilerlemesine
olanak saglamaktadir. Sonugta antijene 6zgiil T hiicre sayisinda artis olmaktadir. IL-
2’nin temel rolii T hiicre ¢cogalmasini uyarmaktir ve bu nedenle IL-2 T hiicre biiylime

faktorii olarak da isimlendirilir (61).

2.5.ALLOGRAFT REJEKSIYON TiPLERi

Gilinlimiizde, immiinsiipresif tedavide biiyiik basarilar elde edilmesine karsin,
rejeksiyon halen biiyiik sorun olarak goriilmektedir. Rejeksiyon, graft yetmezliginin en
onemli sebebidir. Grafta kargi immiin sistemin cevabr 3 safthaya ayrilir: yabanci
antijenlerin taninmasi, antijene karsi spesifik lenfositlerin aktivasyonu ve graft
rejeksiyon evresidir (62,63,64). Genel olarak rejeksiyonun hiperakut, akut ve kronik
olmak iizere 3 temel sekli gozlenir. Hepsi birbirinden farkli olmakla birlikte, akut ve
kronik rejeksiyon ayni zamanda olabilir (65). Rejeksiyon tipleri ve immiinolojik

mekanizmalar Tablo 2.3’de gosterilmistir.



Tablo 2.3: Rejeksiyon tipleri
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Antikor Hiicre
Rejeksiyon tipi| Meydana gelis siiresi Nedeni
aracih aracih
Onceden olusmus
Hiperakut Dakikalar-saatler +++ -
antikorlar
Sensitize T
Akselere Glinler hiicrelerinin yeniden ++ +
aktivasyonu
Akut hiicresel T hiicrelerinin primer + +++
Giinler-haftalar _
Akut vaskiiler aktivasyonu it +
Immiinolojik olan ve
Kronik Aylar-yillar ++ +
olmayan faktorler

Nakledilmis bir bobrekteki

cesitli yapisal lezyonlarin smiflandirmasi ve

evrelendirmesinde organize ve istikrarh bir yaklasim gelistirmek amaciyla, Kanada'nin

Banff sehrinde diizenlenen bir dizi konferansi takiben gelistirilen Banff siniflamasi

genel hatlariyla asagidaki gibidir (66);

1- Normal

2- Antikor aracih degisiklikler

* Aktif rejeksiyona dair morfolojik bir kanitin olmamasi, C4d birikimi

* Akut antikor aracili rejeksiyon

* Kronik aktif antikor aracili rejeksiyon

degisiklikler

T hiicre aracih rejeksiyon

* Akut T hiicre aracili rejeksiyon

* Kronik aktif T hiicre aracili rejeksiyon

3- Siirda
4-

5-

6- Diger

* Kronik hipertansiyon

Interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi

* KalsinOrin inhibitor toksisitesi

* Kronik obstriiksiyon

* Bakteriyal pyelonefrit

* Viral enfeksiyon
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2.5.1.Hiperakut rejeksiyon

Hiperakut rejeksiyon, verici endoteliyal antijenlerine baglanan, hastada daha
onceden olugsmus antikorlar aracili1 ile gerceklesen bir olaydir. Hasta kan damarlarinin
graft damarlarina anostomozundan sonra dakikalar icerisinde olusur. Hiperakut
rejeksiyon da nakledilen doku damarlarinda hizli trombotik okliizyon ve iskemik
nekrozla karekterize bir tablodur (21,30). Hiperakut rejeksiyonun sebeplerinden birisi
ABO uyumsuzligudur. Hastanin dolagim sisteminde mevcut olan verici ABO kan grubu
ile uyumsuz hemaglutininler, endotelyumdaki glikolipid yapilara baglanir.
Allograftlarin  hiperakut rejeksiyonu olustugu zaman, genellikle yabanci MHC
molekiilleri gibi protein alloantijenlere kars1 veya vaskiiler endoteliyal hiicreler tizerinde
daha az saptanan alloantijenlere kars1 dogrudan IgG antikorlar1 ile yonlendirilir. Boyle
antikorlar genellikle daha Onceki kan transfiizyonlari, daha ©onceki nakiller ve ¢ok
sayidaki gebeliklerle olusabilir. Bu reaksiyonda, antikorun baglanmasi komplemani
aktive eder. Antikor ve kompleman intravaskiiler trombozu ilerleten graft
endotelyumunda bir takim degisiklikleri baslatir. Endoteliyal hiicreler, trombosit
adezyonunu ve agregasyonunu yonlendiren von Willebrand faktoriin yiiksek molekiiler

agirlikli formlarini salar (sekil 2.5.1) (21).
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Sekil 2.5.1: Hiperakut rejeksiyon
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Endoteliyal hiicreler normalde inhibe edici koagiilasyon antitrombin III ile
etkilesen hiicre ylizey heparan siilfat proteoglikanlarmi kaybeder. Kompleman
aktivasyonu, aktive olan trombositlerle subendoteliyal temel membran proteinlerinin
acilmasina ve endoteliyal hiicrenin yaralanmasma sebep olur. Bu olaylar tromboz ve
vaskiiler okliizyona katkida bulunur. Transplante edilen organ doniisiimsiiz iskemik
hasara ugrar. Bobrek nakillerinde, hiperakut rejeksiyon riski nakil dncesi yapilan CM
testi ile 6nemli Ol¢iide ortadan kaldirilabilir.

2.5.1.1. Akselere rejeksiyon

Eger alloreaktif antikorlarn titresi diisiikse, hiperakut rejeksiyon birkac giiniin
izerinde yavasca gelisebilir. Bu durum akselere rejeksiyon olarak isimlendirilir. Ciinkii
baslangic tipik akut rejeksiyondan daha erkendir. Nakilden sonraki yirmi dort saat ile
dordiincii giin arasinda ortaya cikmaktadir. Genellikle, ©Onceki nakiller ve kan
transfiizyonlari, graft antijenlerine kars1 duyarlilik kazanmig hastalarda gelismektedir ve
bu olay immiinolojik hafiza yanitin1 diisiindiiriir. Rejeksiyonun gelisimi hizhidir ve
hiicresel ve antikor araciliginda gelisen hasar1 gosterir. Grafttaki hiicresel infiltrasyon
cok yogun olmayabilir. Bu olaymm immiin baskilama olaylar1 zor olabilir ve graft
erkenden kaybedilebilir (21, 30,62).

2.5.2. AKkut rejeksiyon

Genellikle naklin birinci haftasindan sonra baslayan T hiicreleri makrofajlar ve
antikorlarla yonlendirilen vaskiiler bir olay ve parankimal bir yaralanmadir. Klinikte en
sik saptanan rejeksiyon tipidir. Genellikle nakil sonras1 7. giin ve 90. giinlerde olusur.
Genellikle akut rejeksiyonlarin % 75 kadar1 erken donemde ortaya cikar. Sonraki
donemde cikan akut rejeksiyonlar ge¢ akut rejeksiyon olarak adlandirilir ve hem
tedaviye olan yamtlar1 hem de prognoza olan etkisi daha kotiidiir. Iki farkli
immiinopatolojik mekanizma akut rejeksiyonu iki alt grupa ayirir (62,64).
2.5.2.1. Hiicre aracih akut rejeksiyon

Akut rejeksiyonun en sik goriilen tiiriidiir. Serum kreatinin asemptomatik artisi,
ates, graft duyarliligi, idrar miktarinda azalma, tansiyonda yiikselme gibi belirtilerle
ortaya cikar. Hiicre aracili akut rejeksiyonda histopatolojik olarak, intertisyumun
mononiiklear lenfositler (MNL) ya da bazen eozinofiller ile infiltrasyonu, tubiilitis
denen, tubiiler epitelyum hiicrelerindeki dejeneratif degisikliklere eslik eden, tubiil
limen ve duvarma yayilmis lenfosit ve monosit goriintiisii ile karakterizedir.

Poliniiklear lenfosit (PNL) infiltrasyonu goriilmez (62). Akut hiicresel rejeksiyon
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geciren graftlarda mevcut olan hiicresel infiltrasyonlar graft alloantijenleri icin spesifik
sTL’ler i¢in belirgin olarak zenginlestirilir. sSTL spesifik genleri kodlayan RNA’lar i¢in
hassas ters yonlii polimeraz zincir reaksiyonu c¢aligmalariyla gosterildigi gibi renal graft
biyopsilerinde sTL’lerin varligi, klinik akut rejeksiyonun spesifik ve hassas bir
gostergesidir. Hiicre aracili akut rejeksiyonlarin biiyiik kismu yiiksek doz steroid
tedavisine cevap verir (67, 68, 69, 70, 71).

2.5.2.2. Antikor aracih akut rejeksiyon (Akut hiimoral rejeksiyon)

Rejeksiyonun seyrek goriilen bir seklidir. Antikor aracili akut rejeksiyon,
vericinin kan grubu ya da HLA antijenlerine kars1 nakilden sonraki hafta ya da aylarda
yeni olusan antikorlarin yarattigi tablodur. Akut hiimoral rejeksiyon, graft kan
damarlarindaki bazi hiicrelerde nekroz ile karakterize bir durumdur (72, 73).

Klasik vaskiiler tip ve vaskiiler katilimin olmadigi tip olmak iizere iki tipi vardir:
a) Klasik vaskiiler tip

Yaygin olmayan bir rejeksiyon tipidir ve birincil olarak duvarda fibrinoid nekroz
ile lenfosit, monosit ve notrofil proliferasyonunu da iceren nekrotizan arteritle
karakterizedir. Hiperakut rejeksiyon da antikor aracilidir ancak baslangicta inflamatuar
ya da fibrinoid bir bileseninin olmamasi ile antikor-aracili vaskiiler rejeksiyondan ayrilir
(72, 73,74, 75).

b) Vaskiiler olmayan tip

Bu tip akut hiimoral rejeksiyonun daha yaygin seklidir. Histopatolojik olarak,
peritiibiiler kapillerde kompleman 4 (C4)’iin bir yikim iiriinii olan C4d’nin birikimi ya
da arteriyel fibrinoid nekroz goriiliir (73, 74, 75). C4d, peritiibiiler kapiller endoteline
veya bazal membran kollajenine kovalent olarak baglanir ve hiimoral rejeksiyonla
iliskili kompleman aktivasyonu i¢in bir belirtectir (76).
2.5.3.Kronik rejeksiyon (kronik allograft nefropatisi)

Kronik rejeksiyon, uzun donemdeki graft fonksiyon bozukluklari i¢in kullanilan
genel bir tanimdir. Kronik allograft nefropatisi terimi kronik rejeksiyon yerine tercih
edilen bir terimdir (77, 62, 64, 75). Kronik rejeksiyon, uzun donemde olusan normal
organ yapisinin kayb1 ve fibrozis ile karekterizedir. Arterler, tubiiller, interstisyum ve
glomeriillerde kronik degisiklikler meydana gelir. Patogenezi karmasiktir; tekrarlayan
belirgin ya da gizli akut rejeksiyon epizodlari (allojenik faktorler) ile bobrek vericisi ve
hastasina bagli immiinolojik olmayan etmenler de bu siirece dahil olur. Kronik

degisikliklerin ¢ogu immiinolojik aracili olan ya da olmayan kronik organ hasarinin
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farkli sekillerinden kaynaklanabilir. Immiinolojik nedenler arasmda HLA uyumu,
gecirilmis akut rejeksiyon ataklari, PRA diizeyi, DSA varligi, sitomegaloviriis (CMV)
infeksiyonu ve yetersiz immiinsupresyon yer alir. Immiinolojik olmayan faktorler, nakil
zamanindaki iskemik hasar, hipertansiyon, hiperlipidemi, proteiniiri, ila¢ toksisitesi,
nefroskleroz, kismi obstriiksiyon, reflii ve kronik infeksiyon, hasta ve verici yasi, 1k,
cinsiyet, grafttaki nefron sayisi sayilabilir (77, 62,64,75,78). Histopatolojik olarak,
interstisyel infiltrasyon ve fibrozis, tubiiler atrofi, glomeriiloskleroz, bazal membranda
membranoproliferatif glomeriilonefrit (MPGN)’ye benzer cift kontur goriiniimii, damar
duvarinda kalinlagsma, liimende daralma gozlenir (62, 64,75). Bircok durumda graft
arterial okluzyonlar: intima diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunun bir sonucu olarak
olusur. Bu olay ‘graft arteriosklerozisi’ olarak isimlendirilir. Graft arteriosklerozisi
siklikla basarisiz kalp ve bobrek nakillerinde goriiliir (30,69). Lezyonlar agikc¢a vaskiiler
yaralanma bulgusu olmaksizin olusur. Vaskiiler intimada diiz kas hiicre proliferasyonu
organ parankimasmin kronik gecikmis tip hipersensitivite (delayted type
hypersensitivity-DTH) reaksiyonunun 6zel bir formunu gosterebilir. Organ
parankimasinmn  ve kronik DTH reaksiyonlar1 graft kan damar duvarindaki
alloantijenlerle aktive olan lenfositlerin diiz kas hiicresi biiylime faktorleri salgilamak

icin makrofajlar1 uyarmaktadir (sekil 2.5.2) (30, 79, 80).

[Eronik rejeksiven]

Crammar duwranimnda knoniik
DT H reaksiyvonu, intEimal die=s
kKas hidcre profiferasyonu,
dAamar okE=yworne .

Sekil 2.5.2: Kronik rejeksiyon
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2.6. BOBREK NAKLi SONRASI DONEM

Gecikmis graft fonksiyonu, akut rejeksiyon epizodlari, nefrotoksik ajanlar,
hipertansiyon, dislipidemi, infeksiyonlar ve diyabeti iceren erken nakil sonrasi
komplikasyonlar bobrek naklinden sonra hem kisa hem de uzun dénemde mortalite ve
morbidite iizerine etkilidir. Bu donemde ortaya cikabilecek sorunlar1 ve uygulanmasi
gereken tedavileri iyi bilmek hem graft sagkalim hem de hasta sagkalimina katkisi
olacaktir (81). Bobrek nakli yapildiktan sonraki ilk bir iki ay hastanin yakin takibi
gerekmektedir. Anastomoz bolgesinden idrar kacaklari, renal arter ve ven trombozlari,
triner sistem tikanmalar1 en sik rastlanan erken donem komplikasyonlaridir. Bu
problemlere erken miidahale yapilmazsa graft kaybma yol acabilir. Bu faktorlerin
disinda uzun siireli hipotansiyon ve arrest Oykiisii, bobregin uygun olmayan sartlarda
saklanmasi, kan grubu, DSA’lar ile rejeksiyon baslica sorunlardir. Akut kalsindrin
toksisitesi, iskemik akut tiibiiler nekroz, hiperakut rejeksiyon, akselere veya akut
rejeksiyon gibi nedenlerin ayirici teshisinin acilen yapilmasi gerekmektedir. Bobrek
nakli olmus bir bireyin tedavisi nakil allograft fonksiyonun nakil sonrasi ilk bir
haftadaki graftin durumu ile belirlenir (82).
2.7. BOBREK NAKLINDE KULLANILAN IMMUNSUPRESIF TEDA VILER
2.7.1. Immiinsupresif ilaclarin gelisim tarihcesi

Immiinsupresif ila¢ kullanim1 6ncesinde organ naklinde karsilasilan basarisizlik,
cesitli immiinsupresif ilaclarin gelistirilmesi sayesinde yerini giderek artan basarilara
birakmistir. Organ naklindeki ilerlemeler biiyiikk oranda, immiin nedenlere bagh
allograft rejeksiyonunu Onleyen immiinsupresif uygulamalardaki gelismelere paralel
olmustur. Organ nakli uygulamasmda immiinsupresif ilaglarm kullanimimi anlamak icin

immiinsupresif ilaglarin tarihsel gelisimi tablo 2.4’de gosterilmistir (83,84).
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Tablo 2.4: immiinsupresif ilaclarn tarihsel gelisimi

Yil Immiinsupresif ilaclarin kesfi ve kullanimi
1950 Immiinolojik hastaliklarda steroidlerin kullanimi
1954 [lk basarih bobrek nakline total viicut 1stnlamasi uygulanmast
1959 6 merkaptopiirin (6-MP) veya Metotreksat (MTX)
1960 Azatiopiirin (Aza)’nin kullanima girmesi
1976 Fare kaynakli monoklonal antikorlar (Muromonab-CD3/OKT3) ve anti
CD25 antikoru ( IL-2 reseptor)
1978 Siklosporin (CsA)in kullanima girmesi ve iiglii tedavilerin uygulanmasi
1981 Anti-CD3’iin klinige girisi
1985 Monoklonal antikorlarin (Muromonab-CD3/OKT3) ve anti CD25
antikoru ( IL-2 reseptor) kullanima girmesi
1988 FK506’n1in kesfi ve kullanimi1
1991 Mikofenolat mofetil (MMF)’in klinik rutine girmesi
1998 Sirolimus (Rapamisin)’un kullanimin klinige girmesi
2005 Monoklonal antikorlardan simulect (Basiliximab) ve zenapax

(Daklizumab) kullanilmasi

2006 Everolimus kullanima sunulmasi

2.7.2. Iimmiinsupresif ilaclarin kullanim amaci

Immiinsupresif tedavide esas amag, hastada ilaclarin en az yan etkiyle, grafta
kars1 farmakolojik spesifik bir tolerans olusturarak rejeksiyon olaymin olusumunu
(Antijeni tanima-kostimulasyon-prolifersayon) engellemektir. Antijen taninmasinda ve
rejeksiyon olayinin olusmasinda kilit pozisyonunda bulunan T hiicrelerinin antijeni fark
etme ve c¢ogalma, farklilasma ve T hiicre klonlarinin olusumu ve antikor yapimi

islevinin baski altina alnmasidir (83,84). Immiinsupresif tedavide etki iki sekilde

olmaktadir;
1-) Non spesifik 2-) Spesifik

1-) Non spesifik immiinsiipresif tedavide, immiin sistemin aktivasyonunu antijene
bagli olmaksizin durdurur. Bu yontem spesifik olmayip immiin sistemin islevini,
kaskadm her evresinde baskilayip bozdugu i¢cin hastaya enfeksiyonlara ve maliniteye
kars1 hassas hale getirmektedir. Giintimiizde kullanilan non spesifik yontemler doz

ayarlanmalariyla ve kombine edilerek selektivite olusturacak tarzda uygulanir.
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Giiniimiizde en sik kullanilan nonspesifik immiinsupressif ilaclar steroidler, anti
lenfosit globulinlerdir.

2-) Spesifik immiinsupresif tedavide ise anti allograft cevabi, infeksiyonlara duyarlilik
artigin1 durduran tedavi protokolleri ile yapilan immiin baskilamadir. Kullanilan spesifik
ajanlar ise CsA, FKS506, Sirolimus, everolimus, MMF, MYF'dir. Rutinde klinik
kullanimi olan immiinsupresif ilaclar tablo 2.5’de goriilmektedir.

Tablo 2.5: Rutin klinik kullanimi olan immiinsupresif ilaclar

CsA
Kalsinorin inhibitorleri

FK506

Aza

Anti proliferatif ilaclar MMF

Mikofenolik asid (MYF)

Prednizolon
Kortikosteroidler

Metilprednizolon

Antitimosit globulin (ATG)

Poliklonal antikorlar Antilenfosit globulin (ALG)

Intravensz immunglobulin (IVIG)

Muromonab-CD3 (OKT3)

Basiliximab
ti-CD25
Monoklonal antikorlar (anti
monoklonal
antikorlar)
Daklizumab
Sirolimus
mTOR inhibitorleri
Everolimus

Biitiin basarili immiinsupresif protokollerin ortak hedefleri;

1- T hiicre aktivasyonunu dnlemek.
2- Sitokinlerin yapimina ya da sitokin-reseptor iliskisiyle aktivasyon ve klonizasyona
engel olmak.
3- Endotel hiicre aktivasyonunu, antijen ekspresyonunu dnlemektir.

T hiicre aktivasyonu ve sonrasindaki hiicresel proliferasyon i¢in gerekli ii¢
sinyalin bilinmesi ve klinikte kullanilan bu immiinsupresif ilaglarin etkili olduklar:

sinyal yollar1 sekil 2.7.1°de gosterilmistir (85).
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Sinyal 1: Antijene 6zgii sinyaldir. ASH’ler tarafindan T hiicre reseptorlerinin
uyarilmasiyla olusur ve CD3 (Cluster of differentiation-CD) kompleksi araciligiyla

iletilir. ATG, OKT3 ve CsA, FK506 gibi kalsinorin inhibitorleri sinyal 1’1 hedefleyen
ilaclardir.

Sinyal 2: Antijene 6zgii olmayan, es-uyaran sinyaldir. ASH {iizerindeki B7
molekiilii ile T hiicresi iizerindeki CD28'in birlesmesi ile olusur. CTLA-4 Ig ve anti-
CD154 bu sinyal iizerine etkili olabilecek umut verici iki ila¢ olup, klinik kullanimlar1

ile ilgili caligmalar devam etmektedir.

Sinyal 3: Sinyal 3, tiim T hiicre aktivasyon kaskadinin hiicre boliinmesine dogru
ilerlemesine olanak saglar. Eger THR ikinci uyar1 olmaksizin tetiklenirse, hiicre anerjik
duruma gecmektedir ki bu kosulda hiicre sadece inaktif degil fakat ayn1 zamanda daha

sonraki tiim aktive edici sinyallere de yanitsiz kalir. Sinyal 3’ii hedefleyen ilaglar
baziliksimab, daklizumab, sirolimus, MMF ve aza’dir (85).
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2.7.3. Bobrek naklinde rutin klinik kullanimda immiinsupresif tedavi

Organ reddini Onlemek icin ¢ok fazla sayida ilag gelistirilmistir ve hedef
stratejilere yonelik calismalar devam etmektedir. Ilaglarin tek basina kullanilmalar:
istenmeyen yan etkilerini arttirmaktadir. Farkli grup ilaglarm birlikte kullanimlar:1 hem
sinerjik etki saglanmakta, hem de doz azaltimmmi miimkiin kilarak istenmeyen yan
etkileri 6nlemekte, boylece graft yasami ve hasta yasaminin kalitesinde artma miimkiin
olmaktadir (83, 84, 86).

Klinikte immiinsupresif tedavi protokolleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir.

a) Indiiksiyon tedavisi
b) Idame tedavisi

¢) Anti-rejeksiyon tedavisi

a) Indiiksiyon tedavisi

Nakil oncesi ve nakil sonrasi erken donemde akut rejeksiyonlarin en sik
goriildiigii devre olarak On goriiliip profilaktik yogun immiinsupresif ila¢ yiiklemesinin
yapildigr yontemdir. Gii¢li immiin baskilamanin toksik yan etkileri olacagindan
indiiksiyonun uzun siireli kullamlmas: miimkiin degildir. Indiiksiyon ila¢ ve
kombinasyonlarmin se¢imi, hastalarin ve graftin durumuna gore yapilmaktadir (82,83).

b) idame tedavisi

Nakil sonrasi erken ve ge¢ donemde kullanilir. Zamanla giicli immiin
baskilamanin geregi ortadan kalkacagindan, ilaglarin kan konsantrasyonlarmin belirli
doygunluga ulasacagi i¢cin sonrasinda daha diisiik dozlarla ilag kombinasyonlari
kullanilarak idame tedavisi uygulanmaktadir. Idame tedavisi giiclii degildir, uzun
donemde siirekli kullanilacagindan, rejeksiyonu Onleyen ama az yan etki ve toksisite
saglayan bir yaklagimdir (83).

¢) Anti-rejeksiyon tedavisi

Rejeksiyon tedavisi de indiiksiyon tedavisine benzerdir. Graft1 kurtarmak
amaciyla kisa siirede yogun immiin baskilama uygulanmaktadir. Rejeksiyonun geri
dondiiriilmesini takiben tekrar idame tedavisine ila¢ dozlar1 ayarlanmas: yapilarak geri

doniilmektedir (83). Tedavi protokoliine gore siniflama asagida goriilmektedir.
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INDUKSIYON TEDAVISI IDAME TEDAVISI REJEKSIYON TEDAVIiSi
* Steroidler * Steroidler * Steroidler
- Prednizolon - Prednizolon - Prednizolon
- Metilprednizolon - Metilprednizolon - Metilprednizolon
* Monoklonal antikorlar * Kalsin6rin inhibitorleri * Monoklonal antikorlar
- OKT3 - CsA - OKT3
- Basiliximab - FK506 - Rituximab
- Daklizumab * TOR inhibitorleri * Poliklonal antikorlar
- Rituximab - Sirplimus - ATG
- Alemtuzamab - Everolimus - ALG
* Poliklonal antikorlar * Antiproliferatifler
- ATG - Aza
- ALG - MMF
- MYF

2.8. IMMUNSUPRESIF ILACLAR
2.8.1. Kalsinorin inhibitorleri

Kalsinorin inhibitorleri solid organ (bodbrek, karaciger, kalp, akciger) naklinde
kullanilan immiinsupresif ilaclardir. Kalsinorin inhibitorleri, bobrek naklinde
immiinsupresif tedavinin temel tagini olusturmaktadir. Bunlarin kullamima girmesi ile
akut hiicresel rejeksiyon sikliginda azalma ve graft sagkalimm da iyilesmeler
goriilmiistiir. Immiin yamt1 segici olarak baskilamaktadir. Steroidlerden farkli olarak
notrofillerin fagositik fonksiyonlarini baskilamazlar. Ayni1 zaman da aza’da oldugu gibi
kemik iligini baskilayici etkileri yoktur (84, 87, 88, 89). Kalsinorin inhibitorlerinin
immiin baskilama etkileri, kendilerine 0zgii sitoplazmik proteinleri ile bilesik
olusturmasina baghdir. Kalsinorin inhibisyonu, T hiicre aktivasyonunu artiran kritik
sitokin genlerinin ekspresyonunu bozmaktadir. Basarili diizeyde kalsindrin inhibitorii
temelli immiinsupresif tedavisi alan hastalar, konak savunmasinda yeterli diizeyde
immiin yanit islevlerini siirdiirebilirler (84). Bu grup i¢in de CsA ve FK506 yer alir (88,
89). Kalsindrin inhibitorii ilaglarin en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir. Doza bagh
olarak bobrek kan akiminda ve filtrasyon hizinda azalma ile geri doniisiimlii bobrek
vazokonstriksyona yol acar. Bu ylizden doza bagli olarak kreatinin degerlerinde gegici
bir yiikselme goriilir. Vazokonstriiksiyon, hipertansiyon ve sodyum tutulumunu da
artirr. Uzun donem kalsindrin inhibitorii kullanimi sonras1 yaygin olarak kronik

interstisyel fibrozis goriilebilir.
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2.8.1.1. Siklosporin (CsA)

CsA “Tolypocladium inflatun” (gams) isimli mantardan elde edilen, 1200
kilodalton (kDa) agirliginda ve bir tanesi 0zgiin olmayan 11 aminoasitten olusan
lipofilik siklik bir polipeptiddir. Aminoasitlerinin ¢ogu hidrofobik olmasi nedeniyle
sadece organik c¢oziiciiler ile lipidlerde ¢oziiniir. 1978 de ilk olarak Calne ve arkadaslari
tarafindan kullanilmistir (90).

Pasif olarak diffiizyonla hiicre sitoplazmasi icine girmektedir (91). CsA
sitozolde bulunan molekiil agirligi 15.000 kDa olan siklofilin olarak tanimlanan bazik
bir proteine baglanmaktadir. Siklofilin bir cis-trans peptidil prolil izomerazi olup
immiinofilin (immiinsupresif ilaclar1 baglayan) ailesine aittir. Siklofilin ve CsA
kompleksi immiinsupresif molekiilii olusturur. Bu kompleks Ca™ ve kalmoduline baglh
bir fosfataz olan kalsindrine baglanmaktadir. Kalsinorin interlokin-2 (IL-2) geninin
cogaltict bolgesinin aktivasyonunu saglayan Ca**a bagli sinyalin iletilmesinde rol
oynar. NFAT’y1 defosforile ederek NFAT’m inaktif formundan fosfatlar1 ayirir.
Defosforilasyon gerceklesince, NFAT T hiicre biiyiime faktorii IL-2 ve IL-2 reseptor
iceriklerini kodlayan genleri de iceren birka¢ genin promotdr bolgesine baglanarak
aktivasyonun gerceklestigi niikleus bolgesine gd¢ eder. Boylece niikleusda IL-2 geninin
transkripsiyonu engellenmis olur. Buna bagli olarak kalsinorinin inhibisyonu, T hiicre
aktivasyonu ile ¢ogalmasini saglayacak olan pek cok sitokin [( IL-4, interferon-gama (IFN-
Y) ve tiimor nekrotizan faktor (TNF-a) ekspresyonunu ve CD40 ligand)] geninin, h-ras
ve ¢ myc gibi proto-onkogenlerin transkripsiyonunu da bozar. Ayrica IL-2 ve sitotoksik
T lenfosit olusumunu inhibe eden tiimor biiyiime faktorii (TGF-B)'nin ekspresyonunu
artirmaktadir (92, 93).

CsA oral alimm takiben gastrointestinal sistemden 0zellikle de ince bagirsaktan
yavas, kismen ve degiskenlikler gostererek emilir. Yar1 omrii sekiz saat olan CsA’nin
kandaki pik konsantrasyonuna 2-4 saatte ulagsmaktadir ve biyoyararhilik %30
civarindadir. Emilim sonrasinda kanda primer olarak eritrosit, lokosit, plazma ve
lipoproteinlere baglanmaktadir. Yaklasik 30 kadar metabolite doniisen CsA’nin %90’1
safra yolu ve % 1’1 degismeden atilmaktadir. Metabolizmas1 karacigerde CYP
(CYP3A4, CYP3AS) enzimleri tarafindan olmaktadir. Emilimdeki farkhiliklar, cesitli
ilaclarla gosterdigi etkilesimler, nefrotoksisite gibi faktorler nedeniyle CsA dozunun
tespiti son derece Onemlidir. CsA’nin baslangic dozu 8-10 mg/kg/giin’diir. Bu doz
tedricen azaltilarak 6 ay icinde 3-5 mg/kg/giin civarina indirilir. CsA doz
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ayarlamalarinda ve uygun dozun belirlenmesinde temel, CsA kan diizeyinin
saptanmasidir. Ciinkii terapotik araligi oldukca dardir. Nakil sonrasi ilk ii¢ ay icin CsA
kan diizeyleri 175-350 ng/ml idame tedavisinde ise 50-150 ng/ml arasinda olmasma
0zen gosterilmelidir (82). CsA’nm cok ciddi yan etkileri vardir. En 6nemli yan etkisi
yiiksek konsantrasyonlarda nefrotoksisitedir. Diger yan etkiler ise, malign timor gelisim
siklig1, norotoksisite, hepatoksisite, akne, dis eti hiperplazisi, ates ve killanma
sayilabilmektedir (84,94).

2.8.1.2. Takrolimus (FK506)

FKS506 olarak bilinen takrolimus “Streptomyces tsukubaensis”den elde edilen
molekiil agirligi 804 kDa olan makrolid tiirevi bir antibiyotik bilesendir. Yiiksek
derecede lipofilik olan bilesik, yap1 ve baglanma yerleri farkli olsa da CsA’ya benzer
yolagin inhibisyonu ile benzer bir etki gosterir. CD4+ Th lenfositleri inhibe eder.

FK506, hiicre i¢i etki mekanizmasmda sitoplazmada yer alan immiinofilin
grubundan olan FK506 baglayic1 protein (FKBP-12)’e baglanmaktadir. FKBP-12’de
siklofilin gibi cis-trans peptidil prolil izomerazidir. FKBP-12 ve FK506 kompleksi
immiinsupresif molekiilii olusturur. Bu kompleks Ca*™* ve kalmoduline bagl bir fosfataz
olan kalsinOrine baglanmaktadir. Kalsindrin IL-2 geninin c¢ogaltic1 bdlgesinin
aktivasyonunu saglayan Ca**a bagh sinyalin iletilmesinde rol oynar. NFAT’y1
defosforile ederek NFAT’m inaktif formundan fosfatlar1 ayirir. Defosforilasyon
gerceklesince, NFAT T hiicre biiyiime faktorii 1L-2 ve IL-2 reseptor igeriklerini
kodlayan genleri de igceren birka¢ genin promotor bolgesine baglanarak aktivasyonun
gerceklestigi niikleus bolgesine go¢ eder. Boylece niikleusda IL-2 geninin
transkripsiyonu engellenmis olur. Ayrica diger aktivasyon genlerinin transkripsiyonu da
engellenmis olur (92,93).

FK506 oral alimimi takiben iist sindirim sisteminden ve hizli bir sekilde
olmaktadir ve safraya bagh degildir. Yar1 Omrii sekiz saat olan FKS506’nin
biyoyararliligi %20 civarindadir. Metabolizmas1 karacigerde CYP (CYP3A4 ve
CYP3AS) enzim grubu tarafindan olmaktadir. Emilimdeki farkliliklar, cesitli ilaglarla
gosterdigi etkilesimler, nefrotoksisite gibi faktorler nedeniyle FK506 dozunun tespiti
son derece Onemlidir. FK506’nin baslangi¢ dozu 0,1-0,2 mg/kg/giin’diir. Bu doz 12 saat
ara ile ikiye boliinmektedir. Nakilden sonra ilk aylarda kan diizeyi 10-15 ng/ml daha
sonraki aylarda da 5-10 ng/ml olarak tutulmalidir. CsA’dan in vitro olarak 100 kat daha
giiclii ama yan etkileri siddetli ve terapotik araligi daha dardir. FK506 nin ciddi yan
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etkileri arasinda nefrotoksisite, diyabet, titreme, malign timor gelisim sikligy,
norotoksisite, diyare sayilabilmektedir (84, 85,94).
2.8.2. Anti proliferatif ilaclar

Standart immiinsiipresifler olarak kabul edilen bir diger grup ila¢ anti
proliferatifler olup, tamamlayici ilaclar olarak da adlandirilirlar. Bu grupta temel olarak
Aza ve MMF yer alir.
2.8.2.1. Aza (Imuran)

Purin antimetaboliti olup, 6-merkaptopurinin nitroimidazol tiirevidir. Gii¢lii bir
mitotik inhibitordiir. Aza aktiflenmeden ©nce karacigerde metabolize olur. Once
glutathione S-transferaz enzimi ile farmakolojik olarak inaktif olan 6-MP’e
doniistiiriiliir. 6-MP, karacigerde ve bagirsaklarda farmakolojik olarak aktif metabolit 6-
thioisonisik aside doniistiiriiliir. Karacigerde metabolize olduktan sonra olusan aktif
metabolitler purin sentezini 6nlemektedir (95). Hiicre siklusunun sentez fazinda inosinik
asitten adenilik ve guanilik asit sentezini engelleyerek piirin sentezi prekiirsorlerinin
birbirine doniisiimiinii onler ve negatif feedback ile de novo piirin sentez aktivasyonunu
baskilayarak hem DNA hem RNA sentezini engellemis olur. DNA sentezini
engelleyerek lenfositlerin ¢ogalmasini ve bir¢ok fonksiyonunu inhibe eder. Genetik
replikasyonu durdurur, hiicre boliinmesini baskilar. T hiicre ve B hiicre ¢cogalmasini
azaltmis olur.

[k kez 1961°de kullanilan azatiopiirin, kisa bir donem sonra SDBY ’nin tedavi
yontemlerinden biri haline gelmistir. Aza’nin en biiyiikk yan etkileri myelosit
baskilanmasi, 16kopeni, dermatitis’dir (96).
2.8.2.2. Mikofenolat mofetil (MMF)

MMF, birka¢ penisilyum tiirlerinin fermantasyon iiriinii olup immiinsupresif
ozellikte mikofenolik asidin (MPA) 6n ilac1 morfolinoetil esteridir. Ilacin molekiil
agirhign 433 kDa’dur. MPA, inozin monofosfat dehidrogenazin (IMPDH) geri
doniisiimlii bir inhibitoriidiir. IMPDH, de-novo piirin sentezinde hiz kisitlayan kritik bir
enzimdir ve inozinden guanozin niikleotid olusumunu katalizler. MPA araciligiyla
guanozin niikleotidlerin deplesyonunun lenfositler iizerine antiproliferatif etkileri vardir.
T ve B hiicrelerinin cogalmasin1 engellemektedir. MMF, etki sekli acisindan kalsindrin
inhibitorleri ve sirolimustan olduk¢a farklhidir. Sitokin iiretimini ya da antijenin

taninmasini takiben meydana gelen olaylar1 engellemez (97).
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Oral alim1 takiben hizli ve tam olarak emilir ve tamamina yakini presistemik de-
esterifikasyon ile aktif formu olan MPA’de hidrolize olur. MPA, %97-99 serum
albliminine bagli bulunur. MPA glukuronid (MPAG), MPA’nin majér metabolitidir.
Aktif tubuler sekresyon yolu ile idrara atilir. MAPG; barsak bakterileri tarafindan
MPA’e tekrar dekonjuge edilir ve daha sonra kolondan tekrar emilir. Alinimindan sonra
cok hizli bir sekilde emilir ve 6 ile 12 saat sonra plazmada ikinci bir MPA pik
gozlenebilir.

Aza’den farki lenfositler iizerine olan segici etkileridir. In vitro olarak MMF, T
ve B hiicre proliferasyonunu bloke etmekte, antikor olusumunu Onlemekte ve sTL
olusumunu inhibe etmektedir. MMF ayn1 zamanda lenfositler iizerindeki adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu da azaltarak vaskiiler endotelyal hiicrelere baglanmayi1
engeller (97,98,99).

1960’11 yillarda nakilde immiinsupresif ilag olarak kullanilmadan Once
antibiyotik, antineoplastik 6zellikleri lizerine calismalar yapilmistir. MMEF, 250-1.500
mg/giin 2 x 1 kullanilmakta, enterik kapli mikofenolat Na ise 325-650 mg/giin 2 x 1
kullanilmaktadir. FK506 ile birlikte kullanimda enterohepatik dolagiminin etkinligi
CsA’ya gore artmaktadir. Kan seviyeleri ve egri altindaki seviyesi artmis olabilir. Bazen
kan diizeylerine bakmaya ihtiya¢c duyulabilir (83, 100,101). En ciddi yan etkisi
gastrointestinal sistem kanamasi, diyare, bulanti, kemik iligi toksisitesi ve 10kopenidir
97).
2.8.2.3. Mikofenolat Sodyum [(Mycophenolic acid-Myfortic MYF)]

Bobrek naklli hastalarda, organ reddinin profilaksisi kullanilmaktadir. CsA ve
kortikosteroidlerle ayni anda kullanilmalidir. Penisilyum tiirevidir. MPA’in 6n ilaci
morfolinoetil esteridir. Piirin sentezini baskilamaktadir. Antiproliferatif etkisi ile T ve B
hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemektedir (97).

2.8.3. Kortikosteroidler (Prednizon, metilprednizolon)

Kortikosteroidler ilk olarak 1960'l1 yillarda rejeksiyon tedavisi i¢in kullanilmis
olup klinik nakillerde merkezi bir role sahiptirler. Kortikosteroidlerin immiinsiipresif
etkileri makrofajlar, T hiicre, B hiicre ve endotel hiicrelerini etkileyerek immiinsupresif
ve anti inflamuar etki olustururlar (102). Hidrofobiktirler ve hiicre icine difiize olup
burada 90 kDa agirligindaki 1s1 sok proteini ile iligkili bulunan sitoplazmik reseptorlere
baglanirlar. Sonug¢ olarak, 1s1 sok proteini ayrisir ve steroid-reseptor kompleksi

glukokortikoid yanit elemanlar1 (glucocorticoid response elements-GRE) olarak
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adlandirilan DNA dizilerine baglandiklar: niikleusa gegerler. GRE dizileri pek ¢ok
sitokin geninin kritik promoter bolgelerinde bulunmustur ve steroid-reseptor
kompleksinin GRE'ye baglanmasinin, sitokin genlerinin transkripsiyonunu inhibe ettigi
diisiiniilmektedir. Kortikosteroidler ayn1 zamanda pek cok sitokin kodlayan genlerin
uyarilmasinda 6nemli bir role sahip bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB'nin niikleusa
translokasyonunu inhibe eder. Kortikosteroidler IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, TNF-¢, ve IFN-3
ekspresyonunu inhibe eder. Sonucta, T hiicre aktivasyon siirecinin tiim evreleri inhibe
olur (103, 104,105).

Kortikosteroidlerin oral emilimi iyi olup, %70-90’1 plazma proteinlerine
baglanir. Organ naklinin Oncesi ve sonrasinda yiiksek doz steroid tedavisi (300-2.500
mg) uygulanir. Indiiksiyon sonrasi ilk 6 ay da 5-10 mg/giin ’e, 1-2 yil icin de 5
mg/giin’e gecilir. Akut hiicresel rejeksiyon tedavisinde 125-1.000 mg/giin olarak 2-3
giin siireyle verilir ve 4-8 haftada doz azaltlir. Kortikostreoidlerin tedavisinin
hipertansiyon, hiperglisemi, osteoporoz, hiperlipidemi, biiytime geriligi gibi pek cok
yan etkisi oldugundan, miimkiin olan en kisa siirede doz azaltilmasi gerekmektedir
(104,105).

2.8.4. Poliklonal antikorlar
2.8.4.1. Anti timosit globulin (Atgam-ATG), Anti lenfosit globulin (Tymoglobulin-
ALG)

Immun mekanizmanin elemanlarma karsi olusturmus antikorlar, rejeksiyon
profilaksisi ve rejeksiyonun geri dondiiriillmesinde kullanilmaktadir. Dolasimdaki ve
dokudaki lenfositleri seg¢ici olarak azaltarak, ya da opsonize ederek etki ederler.
Poliklonal antikorlar, at ya da tavsanlarin kiiltiire edilmis insan lenfoblastlari, dalagi ya
da timusundan koken alan hiicrelerle immiinize edilmesiyle iiretilmistir. Poliklonal
antikorlar, daha sonra anti-eritrosit ve anti trombosit antikorlarinin temizlenmesini i¢eren
bir dizi islemle saflastirilir (84). Poliklonal antikorlarin etki mekanizmasi tam olarak
anlagilmamakla birlikte T hiicre belirtecine kars1 yonlenmis sitotoksik antikorlar igerir. T
hiicre cevabini bozarlar ve bu etki tedavi kesildigi zamanda da devam etmektedir.
Uygulandiktan sonra periferik kan lenfositlerinde deplesyon meydana gelir. Ozellikle T
lenfositler olmak iizere lenfositler lize olur ya da retikiiloendotelyal sistem tarafindan
temizlenir. Antikor lenfositlerin yiizey antijenlerini de maskeleyebilir. ATG kullanimi
ile uzamis lenfopeniyle karsilasilabilir ve CD4 alt kiimesi uzun yillar boyunca

baskilanmis olarak kalabilir (106, 107). Bu rejimler klinikte 1) steroide direngli
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rejeksiyon veya artrit iceren rejeksiyon tedavisinde, 2) yiiksek oranda sensitize veya 3
aydan daha kisa bir siire icerisinde immiinolojik olarak rejekte olmus ikinci nakillerin
tedavisinde, 3) kadaverik bobrek nakillerinde CsA’nin tam doz kullamimindan 6nce
baslangictaki akut tubiiler nekroz (ATN) esnasinda dortlii tedavinin bir parcasi olarak
kullanilirlar. Rejeksiyon ve indiiksiyon tedavisi olarak tedavi 7-10 giin verilir. Ciddi
erken ve gec yan etkiler olusabilir (106,107). Ik uygulama sonrasinda iisiime, titreme
ve eklem agrilar1 sik goriilmektedir (108).

2.8.4.2. IVIG

Standart IVIG preparatlar1 yaklasik olarak 5000-10000 verici plazmasindan elde
edilmektedir. Cok sayida vericiden hazirlanmasi nedeniyle vericilerin dogal infeksiyon
ve immiinizasyon ile olugsmus cok cesitli tipteki antikorlarini igerirler. Kullanimda olan
IVIG preparatlar;, IgA ve IgG subgruplar1 yoniinden aralarinda kiiciikk farkliliklar
icerirler. Ticari bir IVIG preparat1 %95 ve lizeri IgG, % 2.5’den az IgA ve IgM igerir.
IgG altgruplary; IgG1 % 55-70, Ig G2 % 30-38, Ig G3 % 0-6, Ig G4 % 0.7-2.6 olarak
bulunur. Saf immiinglobulin glukoz, maltoz, glisin, sukroz, mannitol veya albumin ile
stabilize edilir. IVIG’nin ortalama yar1 6mrii ti¢ haftadir. IgG molekiilii, dort polipeptid
zincirden (iki hafif, iki agir) olugsmaktadir. Hem hafif hem de agir zincirlerin degisken
(V) ve sabit (C) olarak belirtilen boliimleri mevcuttur. Bir hafif ve bir agir zincir disiilfit
bagla kovalent olarak baglanir. Hafif ve agir zincirin degisken kisimlari kovalent
olmayacak sekilde baglanmistir ve antijen baglayan kismu olusturmaktadir. IgG nin
hiicrelerle baglantisin1 IgG'nin Fc kismu saglamakta ve Fc reseptorleri araciligiyla
fagositlerde, B hiicre ve diger antijen sunan hiicrelerle karsilikli iletisim meydana
gelmektedir (109).

[Ik olarak hiimoral immiin yetmezlik hastahklarinin tedavisi i¢in gelistirilmis
olan havuzlanmis insan gama globulin preparatlar1 bugiin artik pek ¢cok otoimmiin ve
inflamatuar hastaligimm tedavisinde kullanilmaktadir. IVIG’in etki mekanizmasi
karmagiktir. Yiiksek oranda sensitize hastalarda IVIG, anti-HLA’y1 inhibe eder. Anti-
HLA, reaktif T ve B hiicrelerinin uzun siireli baskilanmasina neden olur. IgG sentezi
icin gerekli olan sitokin sinyalizasyonu inhibe edilir. Ayrica alloimmiinizasyon, T hiicre
reseptOriiniin engellemesi yolu ile inhibe edilir. IVIG immiinsiipresif aktivitesinden ¢ok
immiin diizenleyici etkisiyle taninir ve kullannminda immiinsiipresyonun bilindik

komplikasyonlar1 yoktur (110).
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2.8.5. Monoklonal antikorlar
2.8.5.1. Muromonab-CD3 (OKT3)

Anti-CD3 monoklonal antikoru bu gruptan anti rejeksiyon tedavisinde kullanilan
tek preparat OKT3’tiir. 1987 yilinda klinikte kullanima sunulmustur. CD3’iin € zincirine
kars1 olusturulmus monoklonal antikorlar1 CD3+Th hiicrelerinin modiilasyon ve
temizlenmesini saglamaktadir. CD3 reseptoriiniin € parcasi ile etkilesime girerek
hiicrenin 6liimiinde etkilidir (111).
2.8.5.2. Anti-CD25 monoklonal antikorlar (Baziliksimab, Daklizumab)

IL-2 reseptoriiniin o -zincirine karsi hedeflenmislerdir. Reseptorii sadece aktive
T hiicrelerinin tizerinde bulunur. Antikorun reseptore baglanmasi ile IL-2 aracili yanitlar
bloke edilir. Boylece IL-2’nin iiretimini azaltan kalsindrin inhibitorlerinin etkisini
artirr.  Akut rejeksiyon epizodlarim1 tedavi etmek i¢in degil Onlemek i¢in
tasarlanmislardir (112). Baziliksimab ve daklizumab benzer iki bilesen olup CsA ve
kortikosteroidlerle birlikte kullanildiklarinda akut rejeksiyon epizodlarinin insidansini
azaltma kapasiteleri vardir. Her ikisi de miirin monoklonal antikorlar1 olarak koken
alirlar sonrasinda ise genetik miihendisligiyle molekiiliin biiyiik kismi insan IgG’si ile
yer degistirir. Baziliksimab’in IL-2 reseptoril i¢in olan afinitesi daklizumabin reseptor
icin olan afinitesinden daha biiyiiktiir (113 ).
2.8.5.3. Anti-CD52, anti-CD20 monoklonal antikorlar (Alemtuzumab, Rituksimab)

Alemtuzumab T-hiicre, B-hiicre, monosit/makrofaj ve NK hiicre gibi CD34
hiicrelerde bulunan membran glikoproteini CD52’ye karsi olusturulmus monoklonal
antikorlardir (114). Calne ve ark. tarafindan nakil sonrasi hastalarda diisilk doz CsA
monoterapisi ile kombine olarak rejeksiyona karsi profilaktik olarak indiiksiyon
tedavisinde kullanilmis, 5 yillik graft sagkaliminda artis bildirilmistir (115). Rituksumab
anti-CD20 monoklonal antikordur. Antikor iligkili rejeksiyon ve siddetli T-hiicre iligkili
rejeksiyonda kullanilabilir. Nakil Oncesi olusan alloantikorlarin baskilanmasini
saglamaktadir (116).

2.8.6. mTOR inhibitorleri

mTOR, hiicre boliinmesi siirecindeki anahtar bir diizenleyici enzimdir. "TOR'

inhibitorleri etki mekanizmalar1 bu kinazim inhibisyonu ile yakindan iligkili olan benzer

iki immiinsupresif ilaci icerir (84).
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2.8.6.1. Rapamisin (Sirolimus)

Sirolimus 1997 yilinda FDA tarafindan klinik kullanim i¢in ve 2002 yilinda da
Avrupa’da CsA tedavisine destek ila¢ olarak lisans almugtir (117).

Sirolimus FK506’ya benzeyen makrolid bir antibiyotik bilesen olup,
“Streptomyces hygroscopicus” tan elde edilmektedir. IL-1, -2, -3, -4, -6, -7, -12 ve -15
gibi sitokinlere ek olarak alloantijenlerle de uyarilan T hiicre proliferasyonunu bloke
eder. Ayrica B  hiicrelerinin antijen ve sitokinle saglanan proliferasyon ve
farklilasmasini da engeller (118).

Sirolimus ve mTOR (memeli hedef rapamisin-mamalian Target of Rapamune)
hiicre icinde immunofilin FKBP-12 ye baglanir. IL-2 gibi sitokinler ve CD28-B7.1 gibi
es-uyaran proteinler, sirolimusun hedefi olarak bilinen bir kinaz olan mTOR’u aktive
ederler. Sirolimus, FKBP12 ile bir kompleks olusturur. Sirolimus/FKBP12 kompleksi
belirli proteinlerin fosforilasyonunu diizenleyen mTOR'a baglanir. mTOR inhibisyonu
translasyon aktivitesi, DNA sentezi ve protein sentezinde azalmaya neden olarak hiicre
dongiisiiniin G1'den S fazina gegisini bloke eder (117,118).

Nefrotoksik olmayan, rejeksiyon icin genis caph antiproliferatif etki gosteren bu
ilacin CsA ile sinerjistik olarak calistigi ve es giicte oldugu bulunmustur (117). mTOR
inhibitorlerinin ana kullanim alani, idame immiinsiipresyon tedavisinde kalsindrin
inhibitoriine bagh nefrositotoksisite ve tiimor varligindadir (118). Bazi caligmalar da ise
CsA ile birlikte kullanimin da tek basina CsA kullananlardan daha yiiksek kreatinin
diizeylerine yol agtig1 gosterilmistir (119).

[la¢c kombinasyonlarda asir1 immunsiipresyon ve trombositopeni, hipertansiyon,
karaciger enzimlerinde yiikselme doza bagimli olarak meydana gelebilen en sik yan
etkilerdir. Diger yan etkileri arasinda; anemi, 10kopeni, trombositopeni, hipokalemi,
hipomagnezemi, ates, yara iyilesmesinde gecikme, hiperlipidemi, oral iilser ve
nonenfeksiydz interstisiyel pnomoni, periferal veya fasiyal 6dem, nadiren de lisinopril
alanlarda anjiyo 6dem ve gastrointestinal sistem belirtileri goriilebilmektedir (120,121).
Idame doz olarak 2 mg/kg/giin olarak veya 5 mg/kg/giin olarak kullanilmaktadir.
Sirolimus ila¢ doz ayarlamasi kan diizeyinin takibi ile yapilmaktadir (122). Dengeli
renal nakilli hastalarda tekrarlanan dozlardan sonra terminal yar1 6mrii 62 saattir. Buna
karsilik, etkinlik yar1 dmrii daha kisa olup, ortalama sabit kan konsantrasyonlar1 5-7 giin

sonra olusur.
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Sirolimus hem CYP3A4, hem de P-glikoprotein substratidir. Sirolimus genis
capta o-demetilasyon ve/veya hidroksilasyona ugrayarak metabolize edilir. Hidroksil,
demetil ve hidroksidemetil dahil yedi ana metaboliti tam kanda saptanabilmektedir.
Sirolimus insan tam kanindaki ana bilesik olup, immunosupressif etkide % 90’dan fazla
pay1 vardir. Saglikli goniilliilere tek doz [14C] sirolimus verildiginde, radyoaktivitenin
cogunlugu (% 91.1) feces, az miktari da (% 2.2) idrar yolu ile atilir (118, 119).
2.8.6.2. Everolimus

Everolimus, sirolimus gibi mTOR inhibitorlerindendir. Kimyasal yapr olarak
sirolimusa benzer makrolid tiirevidir (123,124). Everolimus proliferasyon sinyal
inhibitorii olarak biiylime faktor aracili sinyal transdiiksiyonu inhibe eder. Everolimus
biiylime faktor reseptoriine baglanarak p70S6 kinazi baskilayarak 1L-2, IL-15 araciligi
ile T ve B hiicre ¢cogalmasin1 G1’den S evresine gecisde durdurur (125). Sirolimus’dan
farkli farmakokinetik 6zellikleri vardir. Ozellikle, everolimus 28 saat daha kisa yari
Omiir ve kan konsantrasyonu 4 giin sonra kararli duruma erismekle sirolimus’dan
farkhidir. En sik yan etkileri arasinda hiperlipidemi, artmig serum kolesterol ve
trigliserid diizeyleri, anemi, proteiniiri goriilebilmektedir (124). Kalp nakilli hastalarda
kardiyak allograft vaskiilopati insidansin1 ve siddetini azaltmada everolimus aza’den
daha etkindir (123). Metabolizmasi karacigerde CYP enzim grubu tarafindan olmaktadir
(126). Emilimdeki farkliliklardan dolayr certican dozunun tespiti de Onemlidir.
Baslangic dozu 0,75 mg/kg/giin’diir. Kan diizeyi 3-8 ng/ml olacak sekilde
ayarlanmalidir (124).

2.9. IMMUNSUPRESIF ILACLARIN KAN DUZEYLERININ iZLENIiMi

Bobrek nakilli hastalarda uygulanan immiinsupressif tedavide yeterli
immiinsupresyon ile ila¢ toksisitesi arasindaki dengeyi saglamak tedavinin etkinligi
acisindan onemlidir. Immiinsupressif tedavinin izlemi ile tedavi edici ve toksik dozajlar
belirlenebilir ve gerekli hedeflere ulasilabilir. Kan diizeyi 6l¢limii, yeterli immiin
baskilamada ve toksisitenin &nlenmesinde yol gosterici olabilmektedir. Ozellikle CsA
ve FK506’nin kan diizeylerinin tespit edilmesi tedavi agisindan gereklidir. Hasta ve
hastalararas1 metabolizmanin degisiklik gostermesi ¢cok dar terapotik olmalar sebebi ile
bu iki ilacin kan diizeylerinin 6l¢iilmesi bobrek nakli olan hastanin yonetiminin dogasi
geregidir. Her iki ilacn karaciger mikrozomal enzim sisteminde bulunan CYP3A
tarafindan ve p-glikoprotein yolu ile metabolizmasi, ila¢ kinetiginin hastalar arasindaki

biiyiik degiskenligi, ila¢ etkilesimleri doz ayarlamanin onemini vurgulamaktadir. CsA
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ve FKS506 sik kullanilan bir¢ok ilacla etkilesebilir ve bu nedenle ila¢ etkilesimleri
yakindan takip edilmelidir. Mikrozomal enzimlerden ozellikle CYP3A sistemini
etkileyen herhangi bir ilag, bu ilaglarm kan diizeyini etkileyebilir. Bu enzimi inhibe
eden maddeler bu ilaclarin metabolizmasini azaltip kan diizeyini arttirabilir. Bunun
aksine CYP3A aktivitesini indiikleyen ilaglar metabolizmay: arttirir ve kan seviyesini
azaltabilir. {laglarn kan ve doku konsantrasyonu, etkililik ve toksisitesinin olusmasinda
farmakokinetik, farmakodinamik ve farmakogenetik faktorler rol oynamaktadir (127).
Burada ila¢ yanitini etkileyen faktorler, genetik farkliliga gore ilaglarin metabolizma ve
etkilerinin bireyler arasinda degismesi, ila¢ tasiyic1 enzimler ve genler rol
oynamaktadir.

2.9.1. ila¢ yanitim etkileyen faktorler

Ilaclarin viicuttaki etkisi cok cesitli faktorler tarafindan degistirilebilir. Bu
faktorlerden bazilar1 ilacin farmakokinetigini degistirmek suretiyle ilacin etki yerindeki
konsantrasyonunu degistirebilir. Bu faktorler arasinda yas, viicut agirhigi, emilim, ilacin
verilis yolu ve zamani, cevresel faktorler sayilabilir. Ilacla tedavinin amaci hastalik
etkilerini azaltmak, hastaliklar1 dnlemek ve kontrol altinda tutmaktir. Bunun i¢in toksik
diizeylere ulagsmayacak kadar yeterli ila¢ dozlarini hedef dokulara ulastirmak gereklidir.
Ilaclarin viicutta ortaya ¢ikis hizini, etkisinin siddetini ve ilacin etki siiresi ile
mekanizmalar farmakokinetik olarak bilinir. Farmakokinetik, ilaglarin emilimi
(absorbsiyon), dagilimi (distribiisyon), metabolizmas1 (biyotransformasyon) ve atilimi
(eliminasyon) ile ilgilenmektedir. Farmakokinetik, kisaca viicudun ilaca ne yaptigiyla
ilgilenir. Bu siire¢ i¢cinde organizma ilact metabolitlerine ayristirir ve ilacin plazma
konsantrasyonunu olusturarak, ilacin dokulara dagilmasina neden olur (128).

Emilim: Ilacin uygulama yerinden kan veya lenf dolasimina gecmesidir. ilac
emilimini degistiren etkenler; molekiil biiyiikliigii, ilacin yagda ¢oziiniirliigii, iyonize
olup olmadig sayilabilir.

Dagilim: Ilacn, uygulandigi yerden emildikten sonra 6nce kan dolasimina
ardindan da viicuda dagilmasi olayidir. ilaglar kanda albiimin gibi biiyiik proteinlere
baglanarak tasinir. Bu baglanma % olarak ifade edilir ve albiimine bagli olan ila¢ kismi
damardan disar1 ¢ikamaz Bu nedenle proteine yiiksek oranda baglanan ilaclarin etki
stiresi uzundur.

Metabolizma: Ilacin karaciger veya diger dokular tarafindan kimyasal olarak

baska maddelere (metabolit) donustiiriilmesidir. Viicuda giren cesitli kimyasal
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maddeleri etkisizlestirmek (detoksifiye etmek) icin evrimsel siirecte milyonlarca yil
boyunca uyum saglamis olan karma islevli oksidaz enzim sistemi (mikrozomal enzimler
veya sitokrom p450 enzimleri olarak da bilinir) bu olaydan sorumludur. Viicuttaki diger
enzimlerden farkli olarak mikrozomal enzimler daha 6nce hi¢ karsilagilmamis olan bir
maddeyi (Ornegin bir ilact) tanityip onu etkisizlestirmek icin molekiilii par¢alamak
ve/veya bir bagka molekiil eklemek suretiyle baska maddelere doniistiiriir (metabolitler).

Atilim: Tlacin ve veya metabolitinin idrar, safra, solunum havasi gibi yollar
araciligiyla viicuttan atilmasidir (128).
2.9.2. Genetik farkhihga gore ilaclarin metabolizma ve etkilerinin bireyler arasinda
degismesi

Genetik yapidaki degisiklige bagl olarak belirli protein tiplerinin, enzimlerin,
yapisinin bozuldugu ya da eksik oldugu ve buna bagl olarak da bazi metabolizma
hastaliklarin oldugu bilinmektedir. ilaclarin elimine edilmesi de biiyiik 6lciide enzimler
aracilig1 ile yapilan metabolik degismelere bagli oldugu icin genetik yapidaki
degisiklikler bazi1 kisilerde ilaglarin farmakokinetiginde degismelere neden olmaktadir.
Ilaclara kars1 farkli yamit reseptorlerin degisikligine veya azalmasma da bagl olabilir.
Yeni molekiillerin tedavide ila¢g olarak kullanilmaya baslanmasi ile tedavide goriilen
etki ve yan etkilerin farkhiliklari, tedavi etkinliklerinin farkliliklar1 ilaca verilen
yanitinda bireyleraras: degistigini ve bu degisikligin nedenin de, yas ve ik, ilaglarin
metabolizmalarinda gorevli organlarm fonksiyonlari, eszamanli alinan ilag tedavisi, ilag
etkilesimleri farmakogenetik kavramiin yayginlagmasina yol agmustir. Bireylerin
ilaglara yanitindaki farkliligin1 genetik cercevede inceleyen bilim dalina farmakogenetik
denir. Bireyler arasi ve ilaclar arasi yanmit farkliliklarini agiklamaya calisan ve bu
farkliliklarin genetik temelini arastirir. Kavram olarak, ilk ortaya c¢iktiginda bireyler
aras1 farkliligi incelerken, gelistikce populasyonlar arasi farkhilikla da ilgilenmeye
baslamistir. Genetik faktorler; ilag metabolizmasini, bireylerde ilaclarin eliminasyon
hiziny, ilag¢ reseptorlerinin ve hedef hiicrelerdeki diger yapilarin niteligini ve niceligini
degistirerek ilac etkisini bireyler arasinda, etnik gruplar ve irklar arasinda degiskenlik
gostermesinde ©nemli rol oynarlar (129). Ila¢ etkisinin bireyler arasi degisiklik
gostermesine yol acan genetik mekanizma, kismi polimorfizmler ve bir kismi da
fenotipler seklinde tamimlanir. Polimorfizm c¢ok cesitlilik anlaminda bir sozciiktiir.
Organizmalarda birden fazla yapisal ¢esitlilik gosteren proteinlere polimorfik proteinler

denmektedir (130). Genetik polimorfizm, normal popiilasyonda bir lokusta iki veya
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daha fazla alelin belli bir siklikta goriilmesi seklinde tanimlanirken, en az iki fenotipin
bulundugu ve bu fenotiplerden birisinin frekansinin % 1’den fazla oldugu durumdur.
Polimorfizmler tek baz degisimi sonucu olustuklarindan tek niikleotid polimorfizmi
(single nucleotid polymorphism-SNP) olarak adlandirilir. SNP’ler yaklasik her bin
bazda bir meydana gelmektedir (131). Genetik faktorler ilag metabolizmasini
degistirerek ya da enzimlerin veya reseptorlerin, substrat ve ligantlarma baglanma
afinitelerini degistirerek ila¢ yamtini etkileyebilirler. ilac etkisinin genetik polimorfizme
gore degisiklik gostermesi ili¢ grup altinda toplanabilir.
1- Ilag farmakokinetiginde genetik faktorlere bagh degisiklikler,
2- Ilag farmakodinamiginde genetik faktorlere bagli degisiklikler,
3- Enzim indiiksiyon ve inhibisyonununda genetik faktorlere bagli degisiklikler
tarafindan etkilenmektedir,
2.9.2.1.1la¢ farmakokinetiginde genetik faktorlere bagh degisiklikler

Enzimlerin sentez hizinin ve/veya niteliginin genetik polimorfizm gostermesidir.
Enzim sentez ettiren genin olmamasi, eksik olmasi veya inaktif olmasi1 durumunda bu
enzim iizerinden olan ila¢ metabolizmas1 meydana gelmez. ilacin substrata dzgiilliigii
degisir. Baz1 polimorfizmler sadece gende mevcuttur ve fenotipe yansimaz. Bu tiir
polimorfizmlerin klinik agidan 6nemi yoktur. Ila¢ metabolizmasindan sorumlu
enzimlerin sentezinin veya yapisinin bozulmus oldugu fenotipe yavas metabolize edici,
normal oldugu fenotipe ise hizli metabolize edici denir. Yavas metabolizerlerde ilac
atilim1 azalir, ilacin etkisi siddetlenir ve toksik etkiler ortaya ¢ikabilir. Bazende enzim
normale gore fazla olusur ve ilacin yikilmasi ¢ok hizlanir, bu 6zelligi gosteren bireylere
de ¢ok hizli metabolize edici denilmektedir. ilag yanitini degistiren énemli polimorfik
yapilar bulunmaktadir. Bunlar; ila¢ metabolize edici enzimler [CYP enzimleri, alkol
dehidrogenaz (ADH), dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD), n-asetiltransferazlar
(NAT), UDP-glukuroniziltransferaz (UGT), glutatyon-S-transferaz (GST)], ila¢ hedef
molekiilleri (serotoninerjik, dopaminerjik reseptorleri), ila¢ tasiyicilaridir (127). Bobrek
naklinde kullanilan immiinsiipresifler ile bu enzimlerin iligkisine bakildigin da; CsA ve
FK506 nin CYP3A ve hiicre membraninda yer alan MDR-1 geni iiriinii olan p-gp yolu
ile gastrointestinal sistemden metabolize edildigi ve bu her iki ilacin farmakokinetigini

etkiledigi bilinmektedir (127).
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2.9.2.1.1. flac metabolize edici enzimler

Giinimiizde, ilaclarin viicuda uygulandiklar1 andan itibaren cesitli enzimlerin
etkisine maruz kaldiklar1  bilinmektedir. ilaclarm bu sekilde enzimlerle
biyotransformasyona ugramasinin amaci ilacit metabolitlerine ayirarak, viicuttan atilacak
hale getirmektir. Bu enzimatik olaylar 4 ana grupta toplanir;
1. Oksidasyon
2. Indirgenme
3. Kopma
4. Konjugasyon

Bunlardan ilk iic reaksiyona faz 1 reaksiyonlari, dordiinciiye ise faz 2
reaksiyonlar1 denir.
Faz 1 enzimleri: CYP, ADH ve DPD enzimlerinden olusur. Faz 1 enzimleri ile yapilan
reaksiyonlar; oksidasyon, indirgenme ve kopmadan olugmaktadir. Ana bilesige ya
islevsel bir grup ekler ya da ana bilesikteki islevsel bir grubu maskeler. Faz 1
reaksiyonlar1 genellikle farmakolojik aktivitenin kaybolmasina neden olmakla beraber
ilag aktivitesinin gecikmesine ya da artmasmna da neden olabilir. Faz 1
biyotransformasyon iiriinleri hizla idrar i¢ine atilmazlarsa endojen bilesiklerle
reaksiyona girerek suda ¢oziiniirliigii cok yiiksek olan konjugatlar1 olustururlar. Ilaclarin
viicuda girebilmeleri icin lipofilik yapida ve atilabilmeleri i¢cin hidrofilik yapida
olmalar1 gerekir.
Faz 2 enzimleri: NAT, UGT, GST enzimlerinden olusur. Faz 2 reaksiyonlarinda ise

olusan polar metabolit daha polar hale gelmektedir (sekil 2.9.1.) (132).

Faz 1 Enzimleri Faz 2 Enzimleri
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Sekil 2.9.1: Faz 1 ve Faz 2 enzimleri
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2.9.2.1.1.1. Sitokrom p450 (CYP) enzimleri

CYP siiper gen ailesi, yapist ve fonksiyonuyla ¢ok genis bir enzim ailesini
olusturmaktadwr. CYP enzimlerinin, amino asit dizi benzerliklerine gore
smiflandirmalarinda, yapisal ve fonksiyonel olarak birbirlerine yakin olan CYP
enzimleri bir araya gelmektedir. CYP enzimleri ilk olarak aile ve alt aile olarak
ayrilmaktadir. Buna gore amino asit dizilimi yoniinden en az % 40 benzerlik gosteren
enzimler ayni aile icinde yer almaktadir (133). Ayni alt aile grubunda ise aminoasit
dizilim benzerligi en az %55 olmaktadir. Bu ozelliklere gore yapilan smiflandirma
sonucunda; 17 aile ve ¢cok miktarda alt aile ortaya ¢ikmustir. Bu 17 ailenin 9 tanesinin
kolesterol ve steroid hormon sentezi ile ilgili oldugu, 4 tanesinin mitokondriyonda
bulundugu ve elektron tasima zinciri ile ilgili oldugu vurgulanmaktadir (133,134). Bu
enzimlerin isimlendirmesinde; CYP sitokrom p450’yi ifade eder, P harfi proteini; 450
say1s1 proteinin absorbans degerini; sonra gelen rakam aile numarasini, aileden sonra
gelen harf alt aileyi ve en son kullanilan sayr ise bu alt aile igindeki enzimi

simgelemektedir (CYP3A4 gibi) (134,135).

CYP3 A 4 *4

l Alel
Enzim/Gen
Alt aile

Aile

Her bir enzim i¢in en yaygm ya da “ wild-type-yabanil tip” alel, “*1” olarak
isimlendirilir ve mutant alleler ise *2, *3, *4 seklinde isimlendirilir. Yabanil tip alel
genellikle normal enzim aktivitesini gosterir ama her zaman her olgu da boyle
olmayabilir. Giiniimiizde, CYP enzimlerinin 57 aktif 58 yalanci genlerinin oldugu ve
434’den fazla aleli kodladig1 bilinmektedir (136). En biiyiikk enzim ailelerinin ise CYP1
(CYPIA1 ve CYP1A2), CYP2 (CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2EI,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C17, CYP2C18, CYP2C19) ve CYP3 (CYP3A4, CYP3AS,
CYP3A7, CYP3A43, CYP3AS5P1, CYP3AS5P1) oldugu gosterilmektedir (135,136).

[laclar ve ksenobiyotiklerin ¢ok biiyiik bir boliimiiniin metabolizmasinda en
onemli gorevi bu enzim ailesi iistlenmektedir. Bu enzim ailesi p450 bagimli mono
oksijenazlar veya karisitk oksidazlar olarak adlandirilmaktadir. CYP enzimleri
mikrozomal hemoproteinlerden olusan bir hem protein ailesidir (135). CYP ve
NADPH-Sitokrom ¢ (P450) rediiktaz endoplazmik retikulumun fosfolipid matriksinde

gomiilii olarak bulunmaktadir. Mikrozomlardan hazirlanan siispansiyonlardan
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karbondioksit gazi1 gecirildikten sonra indirgeyici bir ajan varli§inda spesifik bir
absorbans spektrumu verirler. Bu islem sirasinda indirgenmis hem proteinine
karbondioksit baglanir ve 450 nm’de pik yapan bir spektrum elde edildiginden CYP
olarak adlandirilir (137). NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)-Sitokrom
c¢’nin gorevi elektron transferi yapmaktir. CYP'lerin katalizledigi genel reaksiyon bir
monooksijenaz reaksiyonudur (NADPH + H: + Oz + RH NADP: + H20 + R-OH). iki
oksijen atomundan yalnizca biri substrata katildig: i¢in bu ismi alir. R herhangi bir ilag,

yag asidi ve karsinojen olabilir. Reaksiyon basamaklar1 sekil 2.9.2.A ve sekil 2.9.2.B’de

goriilmektedir (135).
NADP ™ Reduksq-nn Oksidasyon L i]i":
)22 \¢ )&
Rediiloax A P450 \
NADPH Oksidasyon " Rediiksiyon flac - OH
H,O

Sekil 2.9.2. A: Faz 1 enzim oksidasyonu

e—

Sekil 2.9.2. B: CYP’deki reaksiyon basamaklari

Metabolize eden enzimlerin bazilar1 az veya ¢ok (matiir eritrosit ve iskelet kasi )
tiim hiicrelerde bulunur. Biiyiik kismi ise spesifik olarak belirli organlarda (karaciger,
gastrointestinal sistem, mukoza ve liimeni, bobrek, akciger) bulunurlar. Metabolizmada
basrol oynayan organ karacigerdir ve dagilimi sekil 2.10.3.’de goriilmektedir (sekil
2.9.3).
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Karacigerde P450 DiéER
09 32.8

enzimlerinin dadgilimi

CYP3A
CYP1A2
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Sekil 2.9.3: CYP enzim sisteminin karacigerde dagilim

Giinlimiizde bilinen 70 kadar p450 ailesinden 17 tanesi insanlarda
bulunmaktadir. Bu kadar genis aileye ragmen, ilaglarin biiytik cogunlugu cok kiigiik bir
enzim grubu tarafindan metabolize edilirler. En fazla ila¢ metabolize eden enzimler;
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4. Bu enzimlerin
hepsinde de genetik degiskenlik s6z konusudur. Bu enzim ailelerinden CYP1, CYP2 ve
CYP3 aileleri daha cok ilaclarin ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasini
gerceklestirmektedir. ilac metabolizmasma katkilar1 sekil 2.9.4.’de goriilmektedir
(135,138).

P450 enzimlerinin ilag CYP2ZE1
metabolirnvalarina kaitlosa

%201
CYP3A —---~~--Jf319 CYP2C
% 51
%% 5
CYP1A2

%24
CYP2D6

Sekil 2.9.4: CYP enzimlerinin ila¢c metabolizmasina katkilar

2.9.2.1.1.1.1. CYP3A enzimleri

CYP3A alt ailesi, protein seviyeleri bireyden bireye farklilik gostermesine
ragmen insan karacigerindeki toplam p450 iceriginin yaklasik % 40’11 olusturmaktadir.
Giiniimiizde kullanilan ilaglarm % 50’sinden fazlasinin metabolizmasinda rol alan

onemli enzim grubudur. CYP3AS enziminin 6nemli substratlar1 arasinda immiinsupresif
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ilaglar (CsA, FK506, Sirolimus) bulunmaktadir ve bu ilaclart dar terapotik ozellik ve
farmakokinetik agidan bireyler arasinda genis cesitlilik gostermektedirler. CYP3A
enziminin ekspresyonu cogunlukla karaciger ve ince barsakta olmaktadir. Yedinci
kromozomun uzun kolu iizerinde (7q22) olup 231 kilo baz (kb) biiyiikliigiindedir.
CYP3A alt ailesi temelde CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7 ve CYP3A43’den olusan dort
aktif gen ve CYP3AS5P1, CYP3ASP2 olarak isimlendirilen iki tane yalanci gen bolgesi
icermektedir. CYP3A7 geninin ekspresyonu dogumdan sonra azalmaktadir (135,139).

CYP3A4; CYP3A4 toplam CYP iceriginin % 30-40’in1 olusturmaktadir.
Ilaglarin yaklasik yaris1 bu enzim tarafindan metabolize edilmektedir. CYP3A4
enziminin ekspresyonu kalin ve ince barsakta, prostatta, memede ve en fazla
karacigerde bulunmaktadir. Insan karacigerinde ve ince barsakta en cok bulunan CYP
enzimidir. Insan karaciger mikrozomlarinda gerceklesen terapotik ilaclarin, yag asitleri,
steroidlerin, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda onemli bir role sahiptir. Karacigerde
ve diger dokulardaki CYP3A4 seviyeleri ¢esitli ilacglar, pestisidler ve karsinogenler ile
artabilir veya mutasyonlar ile azalabilmektedir (140). CYP3A4 geni, yedinci
kromozomun uzun kolu iizerinde yer almaktadir (7q21.3-q22.1). On ii¢ eksona sahip ve
27.592 baz ciftinden (b¢) olugmaktadir. 57.29 kDa agirliginda olup endoplazmik
retikulum membranina bagh olarak bulunur. CYP3A4 icin 16 ¢esit alel saptanmistir.
Cesitliliklerin ¢cogu polimorfizm olarak karakterize edilmistir (140). Ozellikle
CYP3A4*4, *5, *6, *18, *1B alellerinin ila¢ metabolizmasinda bireylerde P450’nin
aktivitesini azalttig ile ilgili caligmalar bulunmaktadir (141,142). Son yillarda 6zellikle
ince barsakta CYP3A4 ile birlikte calisan ve membranlar arasi bir disa atilim pompasi
olan p-gp 6nem kazanmustir. Bir cok ilacin ilk gecis metabolizmasina ugramasma ve
atillmimna sebep olmaktadirlar. CYP3A ve p-gp’nin inhibisyonu veya indiiksiyonu
bunlarin substrati olan ilaglarin dogrudan olarak ilk gecis metabolizmasini ve

biyoyararlanimimi etkilemektedir (143).

CYP3AS; CYP3AS enzimi, kolonda, bobreklerde, akcigerde, Ozafagusta,
hipofiz bezinde ve yaklasik olarakta % 20 kadar karacigerde bulunur ve endoplazmik
retikulum membrani, mikrozom membraninda yer almaktadir. Terapotik ilaclarin, yag
asitleri, steroidlerin, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Polimorfik oOzellik gosteren bir enzimdir (139). Yedinci kromozomun uzun kolu

tizerinde yer almaktadir (7q21.1) ve 31.809 b¢’den olusmaktadir. CYP3AS enzimi
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57.109 kDa biiyiikliigiindedir. CYP3AS5 enzimi ¢ok polimorfiktir. Etnik gruplar arasi
cesitlilik gostermektedir. Klinik 6nemi ortaya konmus 5 farkli alel saptanmustir.
CYP3AS5*1 aleli yabanil tip olarak adlandirilir. Homozigot yabanil tip bireyler normal
bir metabolizer fenotipe sahiptirler. CYP3AS i¢in 2 mutant alel saptanmistir. Bu mutant
aleller; CYP3A5*3 ve CYP3A5*6 olarak isimlendirilir. Bu aleller enzim aktivitesinin
kaybolmasina neden olmakatadirlar. CYP3AS5%6 aleli toplumlarda az goriilen bir mutant
aleldir. CYP3AS5%*3 ve CYP3AS5%6 aleline sahip bireyler ila¢ toksisitesi acisindan riskli
olabilirler. CYP3AS polimorfimleri CYP3A4 polimorfizmlerinden daha biiyiilk dneme
sahiptir (136). CYP3AS5 enziminin aktivitesi ve ekspresyonundaki cesitlilik CYP3A

aracili metabolizmada bireyler arasi cesitlilige katkida bulunmaktadir (136).

CYP2C; P450’nin yaklasik % 20’sini olusturarak insan karacigerinde en cok
bulunan ikinci CYP enzimidir. Bu alt aile insan karacigerinde bulunan bes genden
olusur. Bunlar; CYP2CS, CYP2C9, CYP2C17, CYP2C18 ve CYP2C19’dur. Bunlardan
kromozom yerlesimi 10g24.1 olan CYP2C9 ve CYP2C19 polimorfik olarak
tanimlanmiglardir. CYP2C19 enziminin geni 1473 baz cifti uzunlugunda dokuz ekzon
icerir ve 490 amino asitten meydana gelen bir proteini kodlar. CYP2C18’in karacigerde
izoenzimi bulunmamaktadir. Bu alt ailelerin tiim iiyelerinin polimorfik yapilar: ile ila¢
metabolizmast ¢esitli popiilasyonlarda arastirilmaktadir. CYP2C19, klinikte siklikla
recelenmekte olan diazepam, mephenytoin, proton pompa inhibitorleri [(PPI)
(lansoprazolon), omeprazole, pantoprazole)], fenitoin, barbitiiratlar gibi bir ¢ok ilacin
metabolizmasindan sorumludur. Ayrica karsinogenlerin detoksifikasyonu ya da
inaktivasyonunda da rol oynamaktadir. CYP2C19’un normal aktiviteli aleli
CYP2C19*1’dir. CYP2C19’un genotipleri hizli metabolizer (Rapid matabolizer-RM),
orta metabolizer (Intermediate metabolizer-IM) ve zayif metabolizer (Poor metabolizer-
PM) olarak siniflandirilmaktadir. Ondan fazla aleli tanimlanmistir. CYP2C19%2 ve *3
bilinen mutant alellerdir. CYP2C19%2, 5.ekzonda 681.baz ciftinde Guanin----Adenin
degismesi ile meydana glmektedir. Bu mutasyon alellerini tasiyan kisiler enzim
aktiviteleri olmadig1 i¢in zayif metabolize edici bireyler olarak tanimlanirlar (144).
Yavas metabolize edici bireylerde ilaglarmm konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan
alanlarin (AUC) daha yiiksek degerlere ulastigi gosterilmistir (144). PPI’dan
rabeprazole ve lansor gastrik parietal hiicrelerde asid salgilanmasini inhibe etmektedir.
PPTl’lar gastrik iilserli bobrek nakilli hastalarda FK506 ile birlikte kullanilmaktadir.
Lansoprazolon c¢ogunlukla CYP2C19 ve CYP3A4 enzimleri tarafindan metabolize
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edilmektedir. Genellikle CYP3A4 ve CYP3AS5 genlerinin ilgili proteinlerinin benzer
katalitik ozellikleri vardir. CYP3AS polimorfizmleri lansoprazolon ve FKS506 ilac
etkilesimlerini etkileyebilir. CYP2C19*2 ve *3 mutant alelerini tasiyan bobrek nakilli
bireylerde CYP3A4 ve CYP3AS yoluyla FK506 metabolizmasini inhibe ettigi
bildirilmektedir. Bundan dolayr FK506’nin kan diizeyini artmasina sebep olabilmektedir

(145).
2.9.2.1.2. Multidrug resistance-coklu ila¢ direnci MDR-1 geni ve iiriinii p-gp

[lacin hiicreye girisi ve hiicreden ¢ikis1 genellikle aktif bir olaydir ve 6zel ilag
tasiyic1 molekiilleri eslik eder. Tasiyicilar, ilaglarin (ksenobiyotiklerin) ve konjuge
ilaclarin taginmasinda rol alir;

1. Antijen taniyarak gorev yapan tasiyicilar (TAP)

2. MDR1(p-gp)

3. MDR (Multidrug resistance)

4. Safra tuzu tasiyict pompasi (P glikoprotein kardesi)
5. Multidrug resistance’a eslik eden protein (MRP)

6. Meme kanser rezistance proteini (BCRP)

MDR-1 fiiriinii olan p-gp 170 kDa agirhiginda, ATP bagimli membran tasiyici
yani disar1 atilim protein ailesinin bir iiriiniidiir. Giiniimiize kadar, 40’dan fazla tasiyici
geni smiflandirilmigtir. Tasiyicilart kodlayan genlerdeki mutasyonlar ila¢ yanitinda
farkliliga yol agmaktadir. Degisik dokularin plazma zarinda yer alan tasiyici proteinlerin
ilaclarin farmakokinetiginde rol oynadigi belirtilmistir. P-gp; karaciger, bobrek,
incebarsak, bariyerlerde (kan- beyin, kan -—testis, kan-ovaryum, kan-plesanta)
yerlesmistir (146). Barsaklarda, bobrekde, hepatik epitel hiicre membranlarinda yer
almasindan dolayi ilaglarm emilimi, biyoyararlanimi ve atiliminda dnemlidir. P-gp ¢ok
genis bir madde (anti kanser ilaglari, immiinsupresif ilaclar, antibiyotikler,
antihistaminikler) ozgiilligiine sahip oldugu i¢in, ¢esitli ilaglarin atilmasinda pompa
gorevi yapmaktadir. Bu maddeler genelde hidrofobiktir. P-gp ila¢ etkisini saglayan
hiicrelerdeki ila¢ birikimini engeller. P-gp 7. kromozom tizerinde ( 7q21.1) bulunur ve
29 ekson’dan olusup 1280 amino asitli fosforillestirilmis ve glikosillestirilmis bir
proteindir. Alt1 hidrofobik transmembran segmenti ve bir intraselliiler ATP baglanma
alanm iceren iki homolog yaridan olusmaktadir. Bu proteinler ATP baglar ve cesitli

molekiilleri hiicre disma atmak icin enerji kullanirlar. Proteinler nukleotid baglama
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bolgesi olarak da bilinen, ATP bagladiklar1 domaine gore siniflandirilirlar. Nukleotid
baglama bolgelerinin Walker A ve B isimli karakteristik motifleri vardir. B
(ABCB;MDR1) grubu ailesinin ila¢ direnci ile olan iliskisi saptanmistir. Ik defa Juliano
ve Ling 1976 yilinda antrasiklin, vinka alkaloidlerine diren¢li hiicrelerde p-
glikoproteini  tarif etmislerdir (147, 148). Giiniimiizde genetik polimorfizmin
farmokokinetik lizerine etkisini en iyi karakterize eden tasiyict MDR 1°dir. MDR 1’in
fonksiyonu; emilme boyutunu, doku yayilimmi ve substratlarin bosaltimini
degistirecektir. MDR 1’deki polimorfizmler ila¢ yanitini biiyiik dlciide etkiler. MDR-1
geni oldukca polimorfiktir ve bu genetik c¢esitlilik ¢ogu ilacin bireyler arasi
farmakokinetik ve farmakodinamiginde farklhiliga yol agmaktadir. Giiniimiizde MDR-11
geninde 20’den fazla tek niikeotid polimorfizmler tanimlanmistir. Ekson 26 ve ekson
21’deki SNP’lerin degisken protein ekspresyonu ile ilgkili olabilecegi vurgulanmustir.
Homozigot TT alellinin bulundugu bireylerdeki duedonumdaki p-gp’nin homozigot C
alellinin oldugu bireylere oranla azaldigi gozlenmistir. Ala’dan Ser aminoasit
degisimine sebep olan ve sik rastlanan SNP (G2677T/A ) yada Thr ikinci gegirgen zar
alaninda bulunur. Ilging bir sekilde, ekson 21 ‘deki 2677 pozisyonundaki SNP’lerin 2
farkli aminoasit degisimine sebep olabildigi, isimlerinin Ala893Ser ve Ala893Thr
oldugu belirtilmistir. Ancak, ekson 26’daki SNP, kodlanmig aminoasiti
degistirmemesine ragmen degisken protein ekspresyonu ile iliskili ilk varyanttir. En sik
goriilen sessiz mutasyon MDR-1 C3435T ve MDR-1 G2677T ( Ala893Ser ) gen
polimorfizmlerinin ~ immiinsupresif  ilaclarin ~ farmakokinetigini  etkileyebilecegi
vurgulanmistir. Ozellikle ekzon 26 (C3435T) ve ekzon 21 (G2677T) deki
polimorfizmlerin FKS506’nin farmakokinetigi ve fonksiyonu ile ilgili oldugu

bildirilmistir. (147,148).

2.9.2.2. ila¢ farmakodinamiginde genetik faktorlere bagh degisiklikler

Bir ila¢ digerinin etkisini, onunla etki yerinde ve cevresinde etkilesmek,
onunkine zit veya aymi yonde bir etki olusturmak veya onunla kimyasal olarak
birlesmek suretiyle degistiriyorsa farmakodinamik etkilesimden s6z edilir. Bu
etkilesimlerde bir ilacin digerinin etkisini azaltmasina ya da arttirmasina yol agcmaktadir.
Genetik faktorlere bagli degisiklikten soz edecek olursak, Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimi X’e bagli gecis gosteren ve sik gozlenen bir enzim eksikligidir. 400’den fazla

cesidi tammmlanmistir. Bu enzim eksikligi bulunan bireylerde basta anilin, nitrobenzen
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ve hidrozin tiirevi olan ilaclarin viicutta olusan metaboliti oksidan 6zellik

gostermektedir. Bu tiir bir ¢ok ila¢ akut hemolize neden olmaktadir (129).

2.9.2.3. Enzim indiiksiyon ve inhibisyonununda genetik faktorlere bagh
degisiklikler

Bir ilacin diger bir ilacin metabolizmasin1 uyararak veya baskilayarak
etkilesmesi sonucunda bireyin o ilaca kars1 yanit1 degisebilir. Bu da istenmeyen yan
etkiler olarak ortaya cikabilmektedir. Mikrozomal enzimlerin indiiklenmesi, bu enzimin
substratt olan veya olmayan bir maddenin cesitli sebeplerle enzimin dokulardaki etki
yerindeki miktarmni arttirmasidir. CYP’lerin indiiklenmesi ile metabolize ettikleri
ilaclarin metabolizasyonunun hizlanmasma yol a¢gmaktadir. Enzim inhibisyonunda ise

inhibitor etkinligi sonucu etkinliginin ve metabolizasyonun azalmasina yol agacaktir

(149).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1.Hasta grubu

Bu tez galismasina Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim
Dali tarafindan takip edilen ve 1998-2011 tarihleri arasinda canli vericiden bobrek nakli
olmus 18-65 yas araliginda 200 hasta dahil edildi. Bu tez caligmasina dahil edilen
hastalar nakil sonrasi siklosporin kullanan ve takrolimus kullanan olmak iizere iki gruba
ayrilmistir. Hastalarin retrospektif olarak bir yillik takiplerinin sonuglar1 kullanilmistir.
Bu tez ¢alismasina katilan goniillii hastalar calismaya baslamadan 6nce bilgilendirilmis
ve yazili onaylar1 alinmistir.
3.1.2.Kontrol grubu

Kontrol grubu olarak hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyette, akut ya da kronik
bir hastaligi olmayan, herhangi bir immiinsiipresif ila¢ kullanmayan 18-65 yas
araliginda 150 saglikli birey dahil edildi. Bu tez calismasina katilan goniillii saglikh
kontroller ¢calismaya baslamadan 6nce bilgilendirilmis ve yazili onaylar1 alinmistir.

Hastalarin ve saglikli kontrollerin CYP3A4*4, CYP3AS, CYP2C19, MDR-1
genlerine ait analizleri ve hastalarin siklosporin ve takrolimus kan diizeyleri istanbul
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'nda yapildi. Calismaya Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindiktan sonra basland1 (20/01/2010 Bilimsel
Arastirma Projesi (BAP: Proje no 5647)

3.1.3. Kullanilan cihazlar

PZR Cihaz1 (Thermocyler) Perkin Elmer
Elektroforez Tank1 Thermo

Gii¢ Kaynagi Thermo
UV-Transilliimiinator Vilber Lourmat
Kamera Vilber Lourmat
Yazici Sony

Monitor Sony

Santrifiij Heraus, Niive
Su Banyosu Braun

Spektrofotometre Thermo scientific



Mini Santrifiij

Vortex (karistirici)
Derin dondurucu (-20°C)
Ceker Ocak

Buzdolabi (+4°C)

Tart1

Inkiibator

Mikrodalga firin

Distile su cihazi
Otoklav

Manyetik karistirici
Steril kabin

Viva (Biyokimya cihazi)

MGC 240 (Biyokimya cihazr)

Bilgisayar

Otomatik Pipet (10,100 ve 1000ul’lik)
Otomatik Pipet (10,100ul’lik)

Otomatik Pipet Ucu (2, 10,100 ve 1000ul’lik)
Otomatik Pipet Ucu (2, 10,100 ve 1000ul’lik)
3.1.4. Kullanilan sarf malzemeler

Filtreli tiipler (polipropilen)

Toplama tiipleri (polipropilen)

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) 11 hemogram tiipii
0,5 mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiipii
1,5 mI’lik polipropilen santrifiij tiipii

2 ml’lik polipropilen santrifiij tiipti

50 mI’lik polipropilen santrifiij tiipii

1000 ve 100 m!I’ lik cam mezur

3.1.5. Kullamilan kimyasal malzemeler

EDTA
Borik Asit

Tris-HCI (Trizma hydrochloride)

Etanol (%99.9)

Heraeus
Nuve 110
Arcelik
Fagus
Arcelik
Sartoris
Heraeus
Sinmbo
Millipore
Heraeus
Ikamag RCT
Forma scientific
Dade Behring
Microgenics
LG

Ependorf
Gilson
Eppendorf

Gilson

Peqlab
Peqlab

Multicell
Multicell
Multicell

Sasma
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Distile su

Agaroz Sigma

Ethidium Bromid Sigma

6x DNA yiikleme boyasi Fermantes

PZR Buffer (Magnezyumsuz) Fermantes

MgCl, (magnezyum kloriir) Fermantas

DNA izolasyon Kiti Peglab

Siklosporin kiti Siemens/Thermo scientific
Siklosporin standart kalibrator Siemens/Thermo scientific
Siklosporin standart kontroller Siemens/Thermo scientific
Takrolimus kiti Siemens/Thermo scientific
Takrolimus standart kalibrator Siemens/Thermo scientific
Takrolimus standart kontroller Siemens/Thermo scientific

Yiiksek saflikta PZR icin kalip DNA hazirlama Kitinin icerigi;

1. Proteinaz K (recombinant PCR grade, Liyofilize)................. (40 ml)

(4.5 ml distile su ilave edildikten sonra kullanildi)

2. Parcalama Cozeltisi (Lysis Buffer).............coooc. (60 ml)
(4M iire, 200mM NaCl, 200mM EDTA, pH: 7.4, 25 oC)

3. Inhibitor Uzaklastiric1 Cozelti (Inhibitor Remal Buffer).......... (110 ml)

(5M guanidine-HCI, 20mM Tris-HCI, pH:6.6, 25 oC)

(20 ml etanol ilave edildikten sonra kullanildi)

4.Yikama ¢ozeltisi (Wash Buffer).......cccccoovviiiniiiiniinnie, (60 ml)
(20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH:7.5)

(40 ml etanol ilave edildikten sonra kullanildi)

5.Cozdiirme Cozeltisi (Elution Buffer)..........ccccevveniiiniiiininnnnn, (100 ml)
(10mM Tris, pH:8.5, 25 0oC)

3.1.6. Kullanmilan enzimler
Taq DNA Polimeraz Enzimi ve tamponu Fermantes

Proteinaz K Peqlab



3.1.7. Kullamilan primerler
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CYP3A, CYP2C ve MDR-1 genleri iizerindeki polimorfik bdlgelerin
cogaltilmasi i¢in gerekli primerler ve 6zellikleri tablo 3.1°de verilmistir.
Tablo 3.1: Primerlerin ozellikleri
Beklenen
. ) Uzunluk | Tm | GC Baz dizisi
Primer Ekson/intron |  (bg) | (°C) | (%) Bant Boyu
(be)
CYP3A5*3
leri 21 60.5 | 38.1 | CATCAGTTAGTAGACAGATGA
1ier
intron 3 293
CYP3A5*3
) 21 62.4 | 42.9 | GGTCCAAACAGGGAAGAAATA
geri
CYP3A5%6
eri 22 69 | 54.5 | GTGGGGTGTTGACAGCTAAAG
1ier
ekzon 2 495
CYP3A5%6
) 23 64.3 | 39.1 | TGGAAGATGATTCAGCAGATAGT
geri
CYP3A4*4
leri 25 69.1| 44 |CACATTTTCTACAACCATGGAGACC
1ier
ekzon 5 249
CYP3A4*4
) 25 70.8| 48 |TACCTGTCCCCACCAGATTCATTCT
geri
CYP3A4%6
leri 22 67.1| 50 |GCCATCTCACATGATAGCCAGA
1ier
ekzon 9 290
CYP3A4%6
) 22 67.1| 50 |ACCGCAGACTGACTTTCTAGCA
geri
CYP2C19%2
leri 20 61,3| 45 |AATTACAACCAGAGCTTGGC
1ier
ekzon 5 321
CYP2C19%2
) 22 59.7 | 31.8  TATCACTTTCCATAAAAGCAAG
geri
MDR -1
C3435T 21 49.6 | 33.3 | TTGATGGCAAAGAAATAAAGC
ileri
ekzon 26 244
MDR -1
C3435T 21 52.8 | 47.6 | CTTACATTAGGCAGTGACTCG
geri
MDR -1
G2677T 20 56.5| 55 |TGCAGGCTATAGGTTCCAGG
ileri
ekzon 21 224
MDR -1
G2677T 22 54.8 | 45.5 | TTTAGTTTGACTCACCTTCCCG
geri
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3.1.8. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yonteminde kullanilan

enzimler zimleri) ve ozellikleri

RFLP yOnteminde

sicaklig1 ve diger 6zellikleri tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: Restriksiyon enzimleri ve ozellikleri

kullanilan enzimlerin tamima bdlgeleri, uygun kesim

Uygun inkiibasyon

Enzim |Konsantrasyonu | Miktar Tanmima bolgesi Markasi
sicakligt
5S.AAT|ATT.3
Sspl 10 o/l 500 i 3. TTATTAA.S 37°C /2 saat Fermantes
HpyF31 5.C/|T NAG.%
10 ti/ul 500 o 3.G A NTTC.%5 37°C / 3 saat Fermantes
(Ddel)
5../]GATC.3
Mob I 10 i/ul 1500 u 3... CTAGT.5 37°C / 4 saat Fermantes
BshNI 5.G]GYRC C3
10 i/l 200041 3..C CRYG?T G.5 37°C /1 saat Fermantes
(Banl)
Alw26I1 5.GTCTC(IN) 1] .3
10 t/ul 10004 3.CAG AG(N)51.5 37°C / 2 saat Fermantes
(BsmAI)
5.G] ANT C.3
Hinfl 10 i/l 2000i1; 3'...C T NATG..S 37°C /2 saat Fermantes
5.ClCG G.3
Mspl 10 o/l 2000 3.G GCrC.%» 37°C /2 saat Fermantes

(N = Herhangi bir niikleotid, Y = Herhangi bir niikleotid, R = Herhangi bir niikleotid)

3.1.9. Deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) Seti

- dATP (2’deoxyadenosine 5’triphosphate, sodyum tuzu)

- dCTP (2’ deoxycytidine 5’ triphosphate, sodyum tuzu)

- dGTP (2’deoxyguanosine 5’triphosphate, sodyum tuzu)

- dTTP (2’deoxythymidine 5’triphosphate, sodyum tuzu)

3.1.10. Kullanilan tamponlar

3.1.10.1. Elektroforez tamponlari
10XTBE (pH.8): 108gr Tris base ve 55gr Borik Asit 700 ml distile su igerisinde

Sibenzyme

¢oziildii. 0,5M EDTA eklenip distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanda.
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0,5M EDTA (pH:8): 18,61gr EDTA 80 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve pH’s1 NaOH

ile ayarland1.

Ethidium Bromid: 10ug ethidium bromid ‘e 1ml distile su eklendi.

3.1.10.2. RFLP yonteminde kullanilan tamponlar

Enzimler Tamponlar (NEBuffer3)

Sspl (10 mM Tris-HCI (pH:7.5), 100mM KCI, 1
mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

HpyF3I (Ddel) (10 mM Tris-HCI (pH:7.4), 100mM KCI, 1
mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

Mob I (10 mM Tris-HCI (pH:7.4), 100mM KCI, 1
mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

BshNI (Banl) (10 mM Tris-HCl (pH:7.4), 100mM KCI, 1
mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

Alw26I (BsmAl) (10 mM Tris-HCI (pH:7.4), 100mM KCI, 1
mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

Hinfl (10 mM Tris-HCI (pH:7.4), 100mM KCI, 1
mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

Mspl (10 mM Tris-HCI (pH:7.4), 100mM KCI, 1

3.1.10.3. Agaroz Jel

2gr agaroz

mM DTT, 0,1 mg/ml BSA)

30ul etidyum bromiir

100ml 1XTBE

3.1.10.4. Polimeraz zincir reaksiyon (PZR) karisim

Taq DNA Polimeraz (rekombinant )(SU/ul)

10X PZR Buffer (100m M Tris-HCI, 500Mm KCI, 25Mm MgCl, )
dNTP 2m M)

Primerler (100pmol/ul)

50 ng/ml DNA

3.1.11.Elektroforez analizinde kullanilan standartlar

50 b¢’lik DNA Ladder Marker (Belirteg) (0,5ug/ul, 50-1000 baz cifti)

Fermantes

100 b¢’lik DNA Ladder Marker (Belirteg) (0,5ug/ul, 100-1500 baz ¢ifti) Fermantes
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3.2. YONTEMLER

Istanbul Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali tarafindan takip edilen canli vericiden
nakil olmus, 200 hasta ve 150 saglikli kontroliin CYP3A4*4, CYP3AS, CYP2CI9,

MDR-1 genlerine ait analizleri ve hastalarin siklosporin ve takrolimus kan diizeyleri
Istanbul T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapild1.
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu icin Peqlab izolasyon kiti kullanilmistir. islem sonunda

yaklagtk 200 /ul DNA elde edilmisti. DNA izolasyon protokolii asagidaki

basamaklardan olusmaktadir.

1.

6
7
8.
9
10.

11.

12.

13.

14.

EDTA’l tiiplere alinan periferik kandan 250 pl alinip 2ml kapasiteli eppendorf
tiipiine aktarildiktan sonra bunun iizerine 250 pl PBS, 25 ul Proteinaz K ve 250
ul BL buffer ilave edildi; pipetle karistirilarak homojen dagilim saglanda.
Karisim 10 saniye karistiricida karistirildiktan sonra tiipler, 6nceden 70 °C’ye
ayarlanan su banyosuna 10 dakika icin inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda, karisimin iizerine 260 pl izopropanol eklendi ve pipet ile
tyice karigtirildi.

Eppendorf tiiptin iginde bulunan Ornegin tamami toplama tiipli icine
yerlestirilmis filtreli tiipiin i¢cine pipet ile aktarildi.

8000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij yapildi.

. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

Filtreli tiipiin tizerine 500 pl inhibitor uzaklastirict ¢ozeltisi eklendi.

8000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

Filtreli tiipiin tizerine 600 pl yikama ¢ozeltisi eklendi ve 8000 devir/dakika da
bir dakika santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasinda filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Filtreli tiipiin
tizerine ikinci kez 600 pl yikama ¢ozeltisi eklendi ve 8000 devir/dakika da bir
dakika santrifiij yapildi. Boylece yikama islemi iki defa tekrar edilmis oldu.
Santrifiij bittikten sonra, toplama tiiplerinin alt kisminda biriken sivi
uzaklastirildi ve 10000 devir/dakikada 2 dakika santrifiij edildi.

Filtreli tiipler, temiz birer eppendorf tiipiiniin icine yerlestirildi ve 70°C’ye

ayarlanmis su banyosunda isitilmis olan ¢ozdiirme ¢ozeltisinden 200 pl ilave
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edilerek oda 1sisinda 2 dakika bekletildi. 5000 devir/dakika da bir dakika

santrifiij yapild1.

15. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip atildi. Eppendorf tiipiinde geri kalan ¢ozelti

saflagtirilmis genomik DNA’dir.

16. Spektrofotometri ile DNA yogunlugu 6lciildii ve DNA konsantrasyonu 50-100

ng/ml olarak kayit edildi.

17. Elde edilen DNA’lar PZR’nu gergeklestirilinceye kadar -20 °C’de saklandi.
3.2.2. PZR

PZR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’da dizisi bilinen belirli bir

bdlgenin ¢ogaltilmasina (amplifikasyon) olanak veren in vitro DNA sentez yontemidir.

PCR, 3 ana basamaktan olusur.

1.

Cogaltilacak ¢ift iplikli DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu
(denaturation=denatiirasyon). Kopyalanma islemi DNA’nm 94-95°C’ye kadar
1sitilmasi ile baglar. Bu sicaklikta kalip DNA’nin her iki sarmali birbirinden
ayrilir ve primerlerin her iki sarmal arasina girmesi saglanir.

Sicaklik aniden diisiiriilerek ¢ogaltilacak kalibin dizilerine tamamlayici olarak
tasarlanmis primerlerin hedef bdlgelerini tanmimasit ve baglanmasi saglanir
(annealing=baglanma). Kullanilacak baglanma sicakligi primerlerin Tm (erime
sicakligl) degerinin (cift iplikli niikleik asit molekiillerinde baz ciftlerinin
yarisinin ortadan kalkmasma yol agan sicaklik) 3-5 °C altindaki sicaklik
degeridir.

Taq DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi 72 °C sicaklikta,
primerlerden itibaren DNA zincirlerinin  (ipliklerinin)  sentezlenmesi

(extension=uzama).

Bu ii¢ basamagin defalarca tekrarlanmasi sonrasmnda her bir dongii sonunda

kalip DNA 1iki katmna c¢ikar. Dolayisiyla bu basamaklar 30-40 kez tekrarlanirsa
(reaksiyonun tekrar veya dongii sayisi) kalpp DNA teorik olarak PZR ile; 10°-10"

arasinda cogaltilmis olur. Boylece incelenecek bolgenin milyarlarca kez ¢ogaltilmasiyla

PZR iirliniiniin (amplikon) kolay analiz edilmesi olanakli hale gelir. Yiiksek sicakliga

dayanikli DNA polimerazlarm (Taq polimeraz ve benzerleri) bakterilerden elde

edilmesi sayesinde her dongiide reaksiyona tekrar enzim eklenmesi gerekliligi ortadan

kalkmis ve tiim basamaklar 1s1 dongii aygitlar1 (thermal cycler) yardimiyla kolaylikla

yapilabilir hale gelmistir. YOntemin temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna
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0zgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayic1 bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer
(18-20 baz uzunlugunda) kullanmilarak, bu iki primer ile smirlandirict genin enzimatik

olarak sentezlenmesine dayanmaktadir.

3.2.2.1.PZR’nin bilesenleri

Kalip DNA, DNA polimeraz (Taq polimeraz), oligoniikleotid primerler, serbest
deoksiriboniikleozid trifosfatlar (ANTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP)’dur.
3.2.2.2.Primerlerin Hazirlanmasi

Test edilen polimorfizmlerin tespiti i¢in kullanilan ileri (Forward=F) ve geri

(Reverse=R) primerler, liyofilize halde satin alindi. Primerler, saf su ile ¢ozdiiriildiikten
sonra (100pmol/ul), 10pmol/ul’lik stoklar seklinde hazirlanip -20°C’de muhafaza edildi.
3.2.2.3. PZR reaksiyon karisimi

CYP3A5*3, CYP3A5*6, CYP3A4*4, CYP3A4*6, CYP2C19*2, MDR-1
C3435T, MDR-1 G2677T gen polimorfizmlerinin tespiti i¢in 50ul reaksiyon hacminde
PZR karisimi hazirlandi. Bu polimorfizmlerinin herbiri i¢in PZR karisim kosullar1
asagidaki gibidir.

(Herbir ornek icin)

dH,O (31,35 ul)

10XBuffer (5 pl)

dNTP (Sul)

Mg,ClL (3ul)

Tleri Primer (0,2 ul)

Geri Primer (0,2 pl)

Taq DNA Polimeraz (0,25 ul)

DNA (5 ul)

3.2.2.4. PZR Programlan
CYP3A5%3 polimorfizmi;
94°C’ de 5 dakika
94°C’ de 45 saniye
58°C’ de 30 saniye 35 dongii
72°C’ de 1 dakika
72°C’ de 5 dakika



CYP3A5%6 polimorfizmi;

94°C’ de
94°C’ de
61°C de
72°C’ de
72°C’ de

5 dakika
45 saniye
30 saniye 35 dongii
1 dakika
5 dakika

CYP3A4%#4 polimorfizmi;

94°C’ de
94°C’ de
66°C” de
72°C’ de
72°C° de

5 dakika
45 saniye
30 saniye 35 dongii
30 saniye
5 dakika

CYP3A4%6 polimorfizmi;

94°C’ de
94°C’ de
69°C” de
72°C° de
72°C’ de

5 dakika
45 saniye
45 saniye 35 dongii
30 saniye
5 dakika

CYP2C19%*2 polimorfizmi;

94°C’ de
94°C’ de
60°C” de
72°C’ de
72°C’ de

5 dakika
45 saniye
45 saniye 35 dongii
30 saniye
5 dakika

MDR-1 C3435T polimorfizmi;

94°C’ de
94°C’ de
55°C” de
72°C’ de
72°C* de

5 dakika

30 saniye

30 saniye 35 dongii
60 saniye

5 dakika

69
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MDR-1 G2677T polimorfizmi;

94°C> de 5 dakika

94°C’ de 30 saniye

58°C’ de 30 saniye 35 dongii

72°C’ de 45 saniye

72°C’ de 5 dakika
3.2.2.5. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlamak icin 2gr agaroz hassas terazide
tartild;, 100 ml 1XTBE tamponu i¢inde ¢oziildii ve mikrodalga firinda kaynatildi. Jel
60°C’ye kadar sogutuldu. icerisine 5ul ethidium bromiir ilave edildi. Taraklar:
yerlestirilen elektroforez kasetine agaroz dokiildii. Jel soguduktan sonra taraklar

cikarildi ve elektroforez tankina yerlestirildi.

3.2.2.6. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

PZR iiriinlerinin jeldeki kuyucuklara ¢okmesini saglamak amaciyla 6X brom
fenol mavisi iceren yiikleme tamponundan 2ul, PZR iiriiniinden 10ul Ornek
karstirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Biitiin 0rnekler ve 50 b¢’lik DNA ladder
belirte¢ yiiklendikten sonra akim tankin elektrodlar1 gii¢ kaynagma takildi ve 125V,
135mA’de 30 dakika yiiriitiildii. Islem sonunda jel UV 15181 altinda incelendi.
CYP3A5*3 o, 293 bg
CYP3A5*6 <«—» 495b¢
CYP3A4*4 <«—>» 249Db¢
CYP3A4*6 <+ 2900bc
CYP2C19*%2 «—>» 321bg
MDR-1 C3435T «— 244 bg
MDR-1 G2677T <+ 224 b¢ PZR iiriinleri elde edildi.
3.2.3.RFLP

Genom boyunca, 6zellikle kodlayici olmayan bolgelerde, her 200 niikleotidde 1

dizi farklihigr goriiliir. Bu farklilig1 yaratan niikleotid degisiklikleri; tek bir niikleotid
ciftinde degisiklik, bir ya da birden fazla niikleotid ¢iftinin ¢ikarilmasi (delesyon) veya
araya sokulmasi (insersiyon) seklinde olabilmektedir (150). Bu degisiklikler bir
restriksiyon enziminin kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktasi

yaratabilirler. Restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu olusturulan bu parca
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uzunluklarindaki farkliliklar “restriksiyon parca uzunluk polimorfizmleri” (Restriction
Fragment Lentght Polymorphism-RFLP) olarak adlandirilir (151). Restriksiyon
enzimleri ¢ift iplikli sarmal DNA’y1 ¢ok 0zgiil olarak niikleotid dizilerini taniyan ve
DNA’nin her iki ipligini de belirli bolgelerden kesen enzimlerdir. Kesim sonucunda kiit
veya yapiskan uclu DNA parcalart olusmaktadir. Giintimiizde ticari olarak pazarlanan
500’den fazla restriksiyon enzimi bulunmaktadir ve genellikle bir iinite aktivitesi, 1 pug
DNA’y1 bir saatte kesebilen enzimleridir. Bu enzimler DNA bolgelerini 4-8 baz cifti
uzunlugunda parcalar halinde keserler.
3.2.3.1. Restriksiyon Enzim Kesimi
PZR ile cogaltilan gen bolgesindeki polimorfik bolgeye 0zel restriksiyon

enzimleri kullanilarak restriksiyon enzim kesimi yapildi.
3.2.3.1.1. CYP3A5*3 Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin Sspl enzimi ile kesilmesi

CYP3AS5 genin intron 3 (ekson 3B)’de 6986 pozisyonda 6986G / A (splicing
defect) degisimi Sspl enzimi i¢in kesim bolgesi olusturur. Sspl restriksiyon enzimi icin
kesim kosullart:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O

0,5ul Sspl restriksiyon enzimi

15pul PZR iiriinii
olmak iizere toplam hacim 20u1’dir. Enzim kesimi icin 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
Enzim kesiminden sonra, 293 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin Sspl enzimi ile kesilen
bant boylar1 % 3’liik agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan (AA) (CYP3A5*1%*1) bireylerde 148 bg, 125 bg, 20 b¢’lik
bantlar.
Heterozigot (GA) (CYP3A5*1%3) bireylerde ise, 168 bg, 148 bg, 125 b¢’lik bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tasiyan (GG) (CYP3A5*3%*3) bireylerde 168 bg,
125 be’lik bantlar olusturur.
3.2.3.1.2. CYP3A5%6 Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin Ddel enzimi ile kesilmesi

CYP3AS genin ekzon 7°de 14690 pozisyonda 14690 G / A degisimi (splicing
defect) Ddel enzimi i¢in kesim bolgesi olusturur. Ddel restriksiyon enzimi i¢in kesim
kosullar1:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O
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0,5pl Ddel restriksiyon enzimi

15ul PZR
iiriinii olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’de 3 saat inkiibe
edildi. Enzim kesiminden sonra, 495 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin enzimi ile
kesilen bant boylar1 % 3’liik agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan (GG) (CYP3A5*1*1) bireylerde 230 bg, 137 bg, 103 bg,
25 be’lik bantlar.
Heterozigot (GA) (CYP3A5*1*%6) bireylerde ise, 230 bg, 137 bg, 128 bg, 103 be’lik
bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tasiyan (AA) (CYP3A5*6*6) bireylerde 230 bg,
137 be, 103 bg’lik bantlar olusturur.
3.2.3.1.3. CYP3A4%#4 Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin BsmAI enzimi ile kesilmesi

CYP3A4 genin ekzon 5°de 13989 pozisyonda 13989 A / G degisimi (ile118Val)
BsmA 1 restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir. BsmAl restriksiyon
enzimi i¢in kesim kosullari:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O

0,5ul BsmAlI restriksiyon enzimi

15ul PZR
iiriinii olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’de 4 saat inkiibe
edildi. Enzim kesiminden sonra, 249 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin enzimi ile
kesilen bant boylar1 % 2’liik agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan bireylerde (CYP3A4*1%1) 141 bg, 94 bg, 14 bg’lik
bantlar.
Heterozigot bireylerde (CYP3A4*1%4) ise, 141 bg, 94 bg, 47 b¢’lik bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tagiyan bireylerde (CYP3A4#*4%4) 94 be, 47 bg’lik
bantlar olusturur.
3.2.3.1.4. CYP3A4%6 Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin Hinfl enzimi ile kesilmesi

CYP3A4 genin ekzon 9°de 17776 pozisyonda insertion A (stop codon) Hinfl
restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir. Hinfl restriksiyon enzimi i¢in
kesim kosullart:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O
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0,5ul Hinfl restriksiyon enzimi

15ul PZR
iiriinii olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Enzim kesiminden sonra, 290 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin enzimi ile
kesilen bant boylar1 % 2’liik agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan bireylerde (CYP3A4*1*1) 137 bg, 129 beg, 24 bg’lik
bantlar.
Heterozigot bireylerde (CYP3A4*1%6) ise, 153 bg, 137 b¢ 129 b¢’lik bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tasiyan bireylerde (CYP3A4*6*%6) 153 bg, 137
b¢’lik bantlar olusturur.
3.2.3.1.5. CYP2C19%*2 Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin Mspl enzimi ile kesilmesi

CYP2C19 genin ekzon 5’de 689 G / A (splicing defect) degisimi Mspl
restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir. Mspl restriksiyon enzimi i¢in
kesim kosullart:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O

0,5ul Mspl restriksiyon enzimi

15ul PZR
iiriinii olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Enzim kesiminden sonra, 229 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin enzimi ile
kesilen bant boylar1 % 2.5’liikk agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan bireylerde (CYP2C19*1*1) 127 b¢’lik bant.
Heterozigot bireylerde (CYP2C19*1%2) ise, 229 bg, 127 b¢’lik bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tasiyan bireylerde (CYP2C19%2%2) 229 b¢’lik bant
olusturur.
3.2.3.1.6. MDR-1 C3435T Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin Mobl enzimi ile
kesilmesi

MDR-1 genin ekzon 26’da meydana gelen (sessiz mutasyon) degisimi Mob I
restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir. Mobl restriksiyon enzimi i¢in
kesim kosullart:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O

0,5ul Mobl restriksiyon enzimi



74

15ul PZR
iiriinii olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’de 4 saat inkiibe
edildi. Enzim kesiminden sonra, 207 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin enzimi ile
kesilen bant boylar1 %3’liik agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan bireylerde (CC) 145 bg, 62 b¢’lik bantlar.
Heterozigot (CT) bireylerde ise, 207 bg, 145, 62 b¢’lik bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tasiyan bireylerde (TT) 207 b¢’lik bant olusturur.
3.2.3.1.7. MDR-1 G2677T Polimorfizmi icin PZR iiriiniiniin Banl enzimi ile
kesilmesi

MDR-1 genin ekzon 21 (kodon 893)’de meydana gelen Ala/Ser degisimi Ban I
restriksiyon enzimi i¢in kesim bolgesi olusturmaktadir. Banl restriksiyon enzimi i¢in
kesim kosullart:

2,5ul dH,O

2ul Buffer O

0,5pl Banl restriksiyon enzimi

15ul PZR
iiriinii olmak iizere toplam hacim 20ul’dir. Enzim kesimi i¢in 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Enzim kesiminden sonra, 224 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniiniin enzimi ile
kesilen bant boylar1 %?2’liik agaroz jelde tespit edildi.
Niikleotid degisimi olmayan bireylerde (GG)198 bg, 26 b¢’lik bantlar.
Heterozigot bireylerde (GT) ise, 224 bg 198 b¢’lik bantlar.
Her iki alellinde niikleotid degisimi tastyan bireylerde (TT) 224 b¢’lik bantlar olusturur.

3.2.4. immiinsupresif ilaclarm kan diizeylerinin saptanmasi

Bobrek naklinden sonra siklosporin kan diizeyi icin ilk kan drneginin alinmasi
ilacin konsantrasyonunun kararh diizeye ulagsmasindan (4-5 yarilanma Omrii) sonra
olur. Alinan kan ornegi bir sonraki dozdan hemen 6nce alinan (¢ukur/trough) zaman
dilimidir (152).
3.2.4.1. CsA kan diizeyinin saptanmasi

Bu tez i¢in alinan hastalarm (1998-2011 yillar1 arasi)) CsA kan diizeyleri
enzimle birlestirilmis immunoassay teknik (Enzyme Multiple Immunoassay Technique-

EMIT) ve klonlanmis enzim dondr immunoassay (Cloned Enzyme Donor

Immunoassay-CEDIA) yontemleri ile ¢aligildi.
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Immunoassay tekniginin ilkesi: Analitik olarak ilac molekiilii ve spesifik antikorun

yaptig1 kompleksin taninmasina dayali bir analiz s6z konusudur. Bu yontemde analizi
yapilacak maddeye (antijen) kars1 gelistirilen spesifik "antikor" ve analizi yapilacak bu
maddenin isaretlenmis sekli kullanilir. Tayini yapilacak molekiillere karsi antikorlarin
elde edilmesi immunoassayin en onemli bolimiidiir. Antikor yarigmali olarak serbest
isaretlenmis ilag ve analizi yapilacak ilagla kompleks (bagli ilag) olusturur. Bu
karigimda "bagli isaretlenmis ila¢" molekiillerinin, "bagli isaretlenmemis ilag"
molekiillerine orani serbest ilacin miktari ile ters orantilidir.

3.2.4.1.1. EMIT yontemi ile saptanmasi

Testin calisma prensibi:

Antikor ve enzim isaretli antijenden (konjugat) olusur. EMIT yonteminde enzim
aktivitesinin artmasi veya azalmasina dayanan iki yontem vardir. Enzim aktivitesinin
azalmas1 enzimin katalitik bolgesinde yapisal degisim nedeniyle konjugata antikor
baglanmasin1 azaltmasi nedeniyle olusur. EMIT de enzim glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
(G6PD) olup bu enzimin aktivitesi ¢alisilan 6rnekte antikor antijene (ilag molekiilii)
baglandiginda, bir sonraki basamakta enzim substrati ile reaksiyon olusurken, aksine
ornekte ila¢c yoklugunda enzim isaretli antijen ve reaktifteki antikor reaksiyonu
olusacagindan sonraki basamakta substrat varlifinda enzimatik reaksiyon
olusmayacaktir. Aktif enzim substrati ile reaksiyonu sonrasinda kofaktor NAD’1
NADPH’a indirger. Sonucta olusan absorbans 340nm’ de izlenir. Burada serbest kisim
sinyalden sorumludur. Bundan dolay1 denge fazinda serbest enzim bagli analit miktar1

ile direkt olarak ila¢ konsantrasyonu arasinda oran kurulacaktir (153).

Testin calisma protokolii:

Son siklosporin dozundan hemen Once olmak iizere EDTA’ll tiipe alinan

periferal kan 6rnegi diizeyi belirlemek i¢in kullanilmistir.

1- Hasta kanlarin1 caligmadan Once test yonteminin standart ve dogru bir sekilde
calistigimi gormek i¢in rutin olarak kalibrasyon ve li¢ diizey kontrol (diisiik-orta-yiiksek)
ornekleri ¢alisildi.

2- Kit Viva cihazina yerlestirildi.

3- Kalibrasyon ve kontrol ¢caligmasi i¢in kalibrator ve kontrol 6rnekleri oda sicakliginda

bekletildi ve kullanmadan 6nce iyice karistirildi.
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4- Santriftyj tiiplerine 100 pl herbir kalibrator ve kontrol 6rneginden konuldu.

5- Bu orneklerin iizerine 300 pl c¢oktiiriicii soliisyon ilave edildi ve santrifiij tiiplerinin

kapaklar1 kapatildi.

6- 10 saniye kadar karistirict ile karistirild.
7- 1 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

8- 13.000 devirde 5 dakika santrifiij edildi.

9- Santrifiij sonrasi elde edilen berrak iist siv1 (siipernatant) uygun ornek kaplarma

konularak Viva cihazina yerlestirildi ve sonug i¢in okuma islemi baslatildi.

10- Kalibrasyon ve kontrol sonuglar1 uygun cikinca hasta Orneklerinin ¢alisgilmasma

baslandi.

11- Hasta ornekleri i¢cinde kalibrasyon ve kontrol ornekleri gibi calisildi ve sonuclar

elde edildi.

3.2.4.1.2. CEDIA yontemi ile saptanmasi

Testin calisma prensibi:

Beta galaktozidaz enziminin genetik miihendisligi temelinde iiretilen iki ayri
inaktif parcasi antijen ve antikor baglantis1 icinde bulunur. Bu antijen antikor
reaksiyonu olustugunda aktif enzim ile kromojenik galaktozid tiirevi olan substrat
etkilesimi Ol¢iimiin sinyalini olusturur. Enzim parcalarinin genetik iiretimi esasma
dayanir. Ilag veya ilag metaboliti, enzim verici-ilagc konjugati ile anti-ila¢ antikor baglanma
bolgesi igin yarisir; komple, aktif beta-galaktozidaz molekiilleri, ortamdaki ilag veya ilag
metabolitlerinin miktarina orantili olarak olusur, ayn1 zamanda substratin renk olusturmasi
da ornek icindeki ila¢ konsantrasyonu ile orantilidir. Olusturulan enzim miktari, o-
nitrofenil-beta-d-galactopiranozid veya klorofenol red-beta-d-galaktopiranozid gibi uygun
bir enzim subsratimin hidrolizi ile izlenir. Ornekte serbest ila¢ veya ila¢ metabolitinin
olmamas1 durumunda, komple tetramerik beta-galaktozidaz enzim formasyonu engellenir
ve reaksiyon karisimina substrat eklenmesinden sonra hi¢ bir renk iiretilmez. 570 nm dalga
boyunda absorbans okunur (153).

Testin calisma protokolii:

1- Hasta kanlarin1 caligmadan Once test yonteminin standart ve dogru bir sekilde
calistigimi goérmek i¢in rutin olarak kalibrasyon ve ii¢ diizey kontrol (diisiik-orta-yiiksek)

ornekleri calisildi.



77

2- Kit MGC 240 (Microgenics 240) cihazina yerlestirildi.

3- Kalibrasyon ve kontrol ¢caligmasi i¢in kalibrator ve kontrol 6rnekleri oda sicakliginda

bekletildi ve kullanmadan 6nce iyice karistirildi.
4- Santrifiij tiiplerine 100 pl herbir kalibrator ve kontrol 6rneginden konuldu.

5- Bu orneklerin iizerine 400 pl c¢oktiiriicii soliisyon ilave edildi ve santrifiij tiiplerinin
kapaklar1 kapatild1.

6- 1-2 saniye kadar karistirict ile karistirildi.

7- Uygun ornek kaplarma konularak MGC 240 cihazina yerlestirildi ve sonug icin

okuma islemi baslatildi.

8- Kalibrasyon ve kontrol sonuglar1 uygun ¢ikinca hasta Orneklerinin caligilmasina

baslandi.

9- Hasta ornekleri icinde kalibrasyon ve kontrol 6rnekleri gibi ¢alisildi ve sonuclar elde
edildi.

3.2.4.2. FK506 kan diizeyinin saptanmsi

Hastalarm (1998-2011 yillar1 aras1) FK506 kan diizeyleri mikropartikiil enzim
immunoassay (Microparticulate Enzyme Immunoassay-MEIA) ve CEDIA yontemleri

ile calisild1.

3.2.4.2.1. MEIA yontemi ile saptanmasi

Testin calisma prensibi:

Polistiren partikiillerin kullanildig1 heterojen immunoassaylerde mikro olgiilerde
partikiillerin varligi mikroenzim immunoassay olarak adlandirmasina neden olmustur.
Immunoassaydeki ana reaktif, baglayici molekiil olup analit spesifik antikor veya
fragmanlar1 seklindedir. Isaretleme enzim ile yapilir. Enzim aktivitesi tayin edilerek analizi
yapilacak maddenin miktar1 saptanir. Bagh ve serbest belirteclerin ayrisimi sinyal olarak
Olciilir. Bu ayrisim siklikla manyetik olarak olciiliir. Antikor kapli anti-FK506 (fare
monoklonal) mikrokiireler ve reaksiyon igin takrolimus-alkalen fosfotaz birlesimi olur.
FKS506 ve rekabet¢i anti-takrolimus baglamak icin antikor-antijen ve antikor-antijen-alkalen
fosfotaz kompleksleri olusur. Matriks baglanmamis malzemeleri kaldirmak icin yikanir. 4-

methylumbellferyl fosfat, substrat matriks ve floresan iiriin MEIA optik ile 6l¢iiliir (154).
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Testin calisma protokolii:

Son FK506 dozundan hemen once olmak tizere EDTA’]1 tiipe alinan periferal

kan 6rnegi diizeyi belirlemek i¢in kullanilmistir.

1- Hasta kanlarin1 caligmadan Once test yonteminin standart ve dogru bir sekilde
calistigimi gormek i¢in rutin olarak kalibrasyon ve ii¢ diizey kontrol (diisiik-orta-yiiksek)

ornekleri ¢alisildi.
2- Kit IMx cihazina yerlestirildi.

3- Kalibrasyon ve kontrol ¢caligmasi i¢in kalibrator ve kontrol 6rnekleri oda sicakliginda

bekletildi ve kullanmadan 6nce iyice karistirildi.
4- Santrifiij tiiplerine 150 pl herbir kalibrator ve kontrol 6rneginden konuldu.

5- Bu orneklerin iizerine 300 pl c¢oktiiriicii soliisyon ilave edildi ve santrifiij tiiplerinin

kapaklar1 kapatildi.
6- 10 15 saniye kadar karistirici ile karistirildi.
7- 13.000 devirde 4 dakika santrifiij edildi.

8- Santrifiij sonras1 elde edilen berrak iist sivi (siipernatant) uygun Ornek kaplarina

konularak IMx cihazina yerlestirildi ve sonug i¢in okuma islemi baslatildi.

9- Kalibrasyon ve kontrol sonuglar1 uygun cikinca hasta orneklerinin ¢aligilmasma

baslandi.

10- Kalibrasyon ve kontrol sonuglar1 uygun cikinca hasta Orneklerinin ¢alisgilmasma
baslandi. Her hasta ¢alismasinda ek olarak Mod 1 denilen standart numuneden 2 adet

calisildi ve sonuclar elde edildi.

3.2.4.2.2. CEDIA yontemi ile saptanmasi

Testin calisma prensibi:

Calisma prensibi CsA ile aynidir. FK506 icin kit farklilig1 vardir. Ilag veya ilag
metaboliti, enzim verici-ila¢ konjugati ile anti-ila¢ antikor baglanma bolgesi i¢in yarisir;
komple, aktif beta-galaktozidaz molekiilleri, ortamdaki ila¢ veya ila¢ metabolitlerinin
miktarma orantili olarak olusur, ayn1 zamanda substratin renk olusturmas: da Ornek
icindeki ila¢ konsantrasyonu ile orantilidir. Olusturulan enzim miktari, o-nitrofenil-beta-

d-galactopiranozid veya klorofenol red-beta-d-galaktopiranozid gibi uygun bir enzim



79

subsratinimn hidrolizi ile izlenir. Ornekte serbest ilag veya ila¢c metabolitinin olmamasi
durumunda, komple tetramerik beta-galaktozidaz enzim formasyonu engellenir ve
reaksiyon karistmina substrat eklenmesinden sonra hi¢ bir renk iiretilmez. 570 nm dalga
boyunda absorbans okunur (155).

Testin calisma protokolii:

1- Hasta kanlarin1 caligmadan Once test yonteminin standart ve dogru bir sekilde
calistigimi goérmek i¢in rutin olarak kalibrasyon ve ii¢ diizey kontrol (diisiik-orta-yiiksek)

ornekleri calisildi.
2- Kit MGC 240 cihazina yerlestirildi.

3- Kalibrasyon ve kontrol ¢caligmasi i¢in kalibrator ve kontrol 6rnekleri oda sicakliginda

bekletildi ve kullanmadan once iyice karistirildi.
4- Santrifiij tiiplerine 200 pl herbir kalibrator ve kontrol 6rneginden konuldu.

5- Bu orneklerin iizerine 200 ul ¢oktiiriici  soliisyon [(1:4)- FK506

soliisyonu:methanol)] ilave edildi ve santrifiij tiiplerinin kapaklar1 kapatildi.
6- 10-15 saniye kadar karistirici ile karistirildi.

7- 1 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

8- 13.000 devirde 5 dakika santrifiij edildi.

9- Santrifiij sonrasi elde edilen berrak iist sivi (siipernatant) uygun ornek kaplarma

konularak MGC 240 cihazina yerlestirildi ve sonug¢ i¢in okuma islemi baglatild.

10- Kalibrasyon ve kontrol sonuglar1 uygun cikinca hasta Orneklerinin ¢alisgilmasma

baslandi.

11- Hasta ornekleri icinde kalibrasyon ve kontrol drnekleri gibi ¢alisildi ve sonuclar

elde edildi.
3.2.5. istatistiksel yontemler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Statistic Packet of Social Science
(SPSS 15.0) yazilim programi kullanilarak yapilmistir.

1- Tanmimlayici analizler, descriptive fonksiyonu ile yapilmistir.
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2- Kontrol ve hastalarin temel demografik verilerini degerlendirmek icin bioallelik
sisteme dayali Chi Square (ki-kare-y2)  gibi tamimlayic1 istatistik metodlar:
kullanilmastir.

3- Kategorik verilerin karsilastirilmasi ki-kare ve gerekli durumlarda fischer exact testi
kullanilarak yapildi. Sonuglar yiizde degerler seklinde ifade edilmistir. Genotip gruplari
icin beklenen genotip sikliklar1 hardy —Weinberg yasasina gore yapildi. CYP3AS5*3,
CYP3A5*%6, CYP3A4*4, CYP3A4*6, MDR-1 C3435T, MDR-1 G2677T, CYP2C19%2
genotip dagilimlari, yiizdeleri ve odds oranlar1 (Odss ratio-OR) (%95 Confidence
Interval- CI) hesaplandi. Degerlendirmede p<0.05 olan veriler anlamli olarak kabul
edilmistir.

4- Her bir ilag grubundaki hastalarm kullandiklar1 dozlar (mg/giin) ve kan diizeyleri
(ng/ml) arasinda korelasyon olup olmadigi linear regresyon testi ile degerlendirilmistir.
5- Tiim verilerin normal dagilima uygun olup olmadig1 kolmogorov smirnov testi ile
tespit edilmistir. Parametrik verilerin gruplar arasi karsilastirmasit Student t testi ile
yapildi. Veriler ortalama, standart sapma ve yiizde olarak 6zetlendi. Anlamlilik seviyesi
0.05 olarak alinmaistir.

5- Genotip grubu farki gozetmeden, tiim hastalarm kullandiklar: ila¢ dozlar1 (mg/giin)
arasinda fark olup olmadig1 Student t testi degerlendirilmistir.

6- Polimorfizmlerin ilag dozu ve kan diizeyleri ile iliskisi One way ANOVA ile

arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KONTROL VE HASTA GRUBUNA AiIT BULGULAR
4.1.1. KONTROL VE HASTA GRUPLARINA AiT DEMOGRAFIK BILGILER
Bu tez calismasina, canli vericiden bobrek nakli yapilmis 200 hasta ile 150
kontrol dahil edildi. Hastalardan 100’i nakil sonrasi CsA kullanan hasta grubunu
olustururken, 100’ii de nakil sonrast FK506 kullanan hasta grubunu olusturmaktadir.
Hastalarin yas ortalamasi 34.91£10.91 yil (yas araligi: 18-64; K/E: 70/130)’dir.
Kontrollerin yas ortalamasi1 40.18+12.15 yil (yas araligi:19-65; K/E: 89/61)’dur.
Hastalarm ve kontrollerin yas ve cinsiyetlerine ait bilgiler tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1: Kontrol ve hastalarin yas ve cinsiyetleri

Toplam hasta CsA grubu FK506 grubu Kontrol grubu
(n:200) (n:100) (n:100) (n:150)
Yas 34.91£10.91 34.35+£10.23 35.47+11.58 40.18+12.15
(18-64) (18-60) (19-64) (19-65)
Kadin 33.27£9.90 34.82+10.35 33.66+10.06 39.80+11.81
(19-55) (21-54) (19-55) (19-65)
Erkek 35.79+11.36 32.06+9.59 37.51£12.89 40.47+12.72
(18-64) (18-60) (19-64) (20-65)
p>0.05
Kadin 70 (%35) 17 (%17) 53 (%53) 61 (%40.6)
Erkek 130 (% 65) 83 (%83) 47 (%4T) 89 (%59.4)
p=0.001

Hastalarda etyolojiye bakildiginda en sik gorillen KBY nedeninin kronik

glomerulonefrit oldugu goriilmiistiir (%27.0). Diyabetik nefropati ve bilinmeyen
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sebeplerin dagilimi CsA grubunda daha yiiksek bir dagilim gostermistir (p=0.006,
p=0.034). Hastalarin diyaliz tedavileri, ortalama diyaliz siireleri, primer tanilari, kan
gruplari, boy, kilo ve hastanede kalma siirelerine ait bilgiler tablo 4.2°de goriilmektedir.

Tablo 4.2: Hastalara ait demografik ozellikler

Toplam hasta CsA grubu FK506 grubu
(n:200) (%) (n:100) (%) (n:100) (%) p
Diyaliz tedavisi
13 (% 6.5) 9 (% 4.5) 4(% 2.0) >0.05
Preemptif (%)
HD (%) 159 (% 79.5) 74 (% 37.5) 85 (%42.5) >0.05
SAPD (%) 21 (% 10.5) 11 (% 5.5) 10 (% 5.0) >0.05
SAPD ve HD (%) 7 (% 3.5) 4 (% 3.0) 3(%0.5) >0.05
22.57+21.49 24.75+22.19 20.39+£20.64
Diyaliz siiresi (ay) >0.05
(1-123) (1-123) (1-120)
Primer Hastalik Tanist
Primer nefroskleroz (%) 21 (% 10.5) 8 (% 4.0) 13 (% 6.5) >0.05
Amiloidoz (%) 17 (% 8.5) 5(%2.5) 12 (% 6.0) >0.05
Kronik Glomerulonefrit (%) 54 (% 27.0) 26 (% 13.0) 28 (% 14.0) >0.05
Tubulointersisyel Nefrit (%) 46 (% 23.0) 21 (% 10.5) 25 (% 12.5) >0.05
Diyabetik Nefropati (%) 8 (% 4.0) 6 (% 3.0) 2 (% 1.0) 0.006
Bilinmiyor (%) 54 (% 27.0) 34 (% 17.0) 20 (% 10.0) 0.034
Kan Grubu 106 (% 53.0) 56 (% 28.0) 50 (% 25.0)
A
B 19 (% 9.5) 10 (% 5.0) 9 (% 4.5)
AB >0.05
10 (% 5.0) 4 (% 2.0) 6 (% 3.0)
0 65 (% 32.5) 30 (% 15.0) 35 (% 17.5)
Kilo (ke) 61.69+11.37 62.82+11.34 60.57+11.33 50.05
Boy (m) 167.85+9.08 169.93+8.67 167.76+9.04 50.05
16.82+10.38 16.63+10.51 17.00+10.31
Hastanede kalma siiresi (ay) >0.05
(5-90) (5-90) (6-56)

Hastalarin SDBY nedenlerinin dagilimina bakildiginda her iki ila¢ grubunda da
kronik glomerulonefrit, tubulointersisyel nefrit ve bilinmeyen sebepler basta yer

almaktadir (sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Hastalarin SDBY nedenlerinin iki ila¢c grubunda dagilimlan

Hastalarin tiimii canli vericiden nakil olmustur. Toplam 200 hastadan 76 (%
38.0) hasta anneden nakil olmustur. CsA kullanan grupta % 42.0’si annesinden nakil
olurken FK506 kullanan grupta ise % 34.0’ti annesinden nakil olmustur (p=0.003).
Toplam 200 hastadan % 12.5’1 esinden nakil olmustur. CsA kullanan grupta % 3.0’
esinden nakil olurken FK506 kullanan grupta ise % 22.0’si esinden nakil olmustur
(p=0.0001). Sekil 4.2’de hastalarin vericilerinin yakiligi gésterilmistir.

30 +7
H CsAgrubu

20 + ® FK-506 grubu

10 +

Anne Baba  Kardes Akraba Es

Sekil 4.2: iki ilac grubu arasinda hasta ve vericilerin yakinhk iliskisi

Hastalarmm ve vericilerinin tiimiiniin nakil ©ncesi HLA tiplendirilmesi
yapilmigtir. Hastalarin 153 (% 76.5)’t HLA uyumu 1AIBIDR ve iistii olan
vericilerden, 30 (% 15.0)’u ise HLA uyumu 1A1B/1AIDR/1B1DR/1DR/1A/1B
vericilerden nakil olmustur. Vericisi ile HLA uyumu 2A2B2DR olan 17 (% 8.5) hasta
tespit edilmistir. HLA uyumu 1AI1BI1DR ve iistii uyumu olan 153 hastadan 83 (%
41.5)’ti CsA kullanan gruba, 70 (% 35.0)’1 ise FK506 kullanan gruba dahildir (p>0.05).
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1A1B/1A1DR/1B1DR/1DR/1A/1B sahip 30 hastadan 7 (% 3.5)’si CsA kullanan gruba,
23 (% 11.5)’i FK506 kullanan gruba, dahildir (p=0.06). 2A2B2DR HLA uyumu olan
17 hastadan 10 (% 5.0)’unu CsA kullanan hastalar, 7 (% 3.5)’sini ise FK506 kullanan
hasta grubunu olusturmaktadir (p>0.05) (tablo 4.3).

Tablo 4.3: iki ila¢c grubu arasinda hasta ve vericinin HLA uyumlan ve anti-HLA

antikorlarinin karsilastirilmasi

HLA uyumu CsA (n:100) FK506 (n:100) P Toplam hasta
(F/M) (17/83) (F/M) (53/47) (n:200) (F/M)
(70/130)
1A1B/1A1DR/1B1DR/1DR/1A/1B | 7 (% 3.5) (1/6) 23 (% 11.5) (8/15) [0.06 |30 (% 15.0) (9/21)
1A1BIDR ve iistii uyum 83 (% 41.5) (13/70) | 70 (% 35.0) (41/29) | >0.05 | 153 (% 76.5) (54/99)
2A2B2DR 10 (% 5.0) (3/7) 7 (% 3.5) (4/3) >0.05 | 17 (% 8.5) (7/10)

Tez caliymasinda yer alan hastalarin tiimii ilk kez bobrek nakli olmustur. 200
hastadan 99 (% 49.5)’u nakil 6ncesi donemde kan transfiizyonu, gebelik gibi nedenlerle
yabanc1t HLA antijenlerine maruz kalmistir. CsA grubunda 40 (% 40.0) hasta kan
transfiizyonu, 6 (% 6.0) hasta gebelik nedeniyle, FK506 grubunda 38 (% 38.0) hasta kan
transfiizyonu, 15 (% 15.0) hasta da gebelik nedeniyle yabanci HLA antijenlerine maruz
kalmistir. 200 hastadan 11 (% 5.5)’inde anti-HLA antikoru vardir. Bu hastalarin 7 (%
3.5)’sinde smifl, 4 ( % 2.0)’iinde simf II anti-HLA antikoru mevcuttur (tablo 4.4). CsA
grubunda 3 (% 3.0) hastada anti-HLA antikoru, FK506 grubunda 8 (% 8.0) hastada anti-
HLA antikoru vardir (tablo 4.4).

Tablo 4.4: Hasta grubunun sensitizasyon bilgileri

Kan Transfiizyonu Gebelik PRA Simf I PRA Simf IT
Var Yok Var Yok Pozitif Negatif Pozitif Negatif
CsA
b 40 (% 40.0) | 60 (% 60.0) |6 (% 6.0) 94 (% 94.0) |2(%2.0) 98 (% 98.0) |1(% 1.0) 99 (% 99.0)
grubu
FK506
b 38 (% 38.0) | 62(%62.0) |15(%15.0) |85(%85.0) |5(%5.0) 95 (% 95.0) |3(%3.0) 97 (% 97.0)
grubu
p >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

Tez c¢alismasina dahil edilen hastalar aldiklar1 immiinsupresif tedavi
protokollerine gore degerlendirilmistir. CsA bazl tedavi olarak 20 (% 20.0) hastaya
CsA+ aza+ steroid, 66 (% 66.0) hastaya CsA+MMF+steroid ve 14 (% 14.0) hastaya
CsA+MYF+steroid protokolleri uygulanmistir. FK506 bazli tedavi olarak 9 (% 9.0)
hastaya FK506+ aza+ steroid, 59 (% 59.0) hastaya FK506+MMF+steroid ve 32 (%
32.0) hastaya FK506+MYF+steroid protokolleri uygulanmistir. 200 hastadan 29 (%
14.5)’u Aza+steroid, 125 (% 62.5)’i MMF+steroid ve 46 (% 23.0)’s1 ise MYF+steroid
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almaktadir. CsA grubunda Aza ve steroid tedavi alan hasta sayis1 20 (% 20.0), FK506
grubunda ise 9 ( % 9.0)’dur (tablo 4.5).

Tablo 4.5: Hastalarin kullandigr immiinsupresif tedavi

immiinsupresif tedavi CsA (n:100) FK506 (n:100) P Toplam hasta (n:200)
Aza+Steroid 20 (% 20.0) 9 (% 9.0) 0.03 29 (% 14.5)
8(%5.5) 7 (% 4.7) >0.05 19 (% 9.5)
Kadin
Erkek | 15 (¢, 14.5) 2 (% 4.3) >0.05 |10 (% 5.0)
MMF+Steroid 66 (% 66.0) 59 (% 59.0) >0.05 125 (% 62.5)
8 (% 21.4) 31 (% 37.5) >0.05 89 (% 44.5)
Kadin
Erkek |58 (% 44.6) 28 (% 21.5) 0.002 36 (% 18.0)
MYF+Steroid 14 (% 14.0) 32 (% 32.0) >0.05 46 (% 23.0)
Kadin 1(%5.9) 15 (% 18.9) >0.05 28 (% 14.0)
Erkek |13 (% 8.1) 17 (% 13.1) 0.0001 18 (% 9.0)

Bu tez caligmasina alinan hastalarin bir yillik verileri retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Toplam 200 hastadan 49 (% 24.5)’u rejeksiyon geg¢irmis, 151 (%
75.5)’1 rejeksiyon gecirmemistir. 49 hastadan 24 (% 12.0)’ii CsA kullanan gruba, 25 (%
12.5)’1 ise FK506 kullanan gruba ait hastalardir (p>0.05). Rejeksiyon tipine gore
smiflandiracak olursak, 49 hastadan 33 (% 16.5)’ii akut rejeksiyon, 16 (% 8.0)’s1 ise
kronik rejeksiyon tamilidir. Rejeksiyon tipine gore degerlendirdigimizde, CsA kullanan
ve rejeksiyonlu 24 hastadan 11 (% 5.5) hasta akut rejeksiyon, 13 (% 6.5) hasta kronik
rejeksiyon gecirmistir. FK506 kullanan grupta ise 25 rejeksiyonlu hastadan 22 (% 11.0)
hasta akut rejeksiyon, 3 (% 1.5) hasta kronik rejeksiyon gecirmistir. Iki grup akut
rejeksiyon siklig1 acisindan karsilastirildiginda FK506 kullanan grupta daha yiiksek akut
rejeksiyon orami goriilmiistiir (p=0.036). iki grup kronik rejeksiyon siklig1 agismdan
karsilastirildiginda CsA kullanan grupta daha yiiksek akut rejeksiyon orani goriilmiistiir
(p=0.016). Akut rejeksiyonlu 33 hastadan CsA kullanan ve yaninda aza+steroid tedavisi
alan 6 (% 3.0) oraninda iken, FK506 kullanan ve aza+steroid tedavisi alan 13 (% 6.5)
oraninda oldugu goriilmiistiir. Kronik rejeksiyonlu 16 hastadan CsA kullanan ve
yaninda aza+steroid tedavisi alan 7 (% 3.5) hasta iken, FK506 kullanan ve aza+steroid
tedavisi alan 3 (% 1.5) hasta oldugu goriilmiistiir. Iki ilag grubuna gore hastalarm

rejeksiyon bilgileri tablo 4.6’de goriilmektedir.
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CsA grubu FK506 grubu Toplam hasta

(n:100) (%) (n:100) (%) (n:200) (%) P
Rejeksiyonsuz

76 (% 38.0) 75 (% 37.5) 151 (% 75.5) >0.05
grup
Akut rejeksiyon 11 (% 5.5) 22 (% 11.0) 33 (% 16.5) 0.036
Kronik 49 (% 24.5)

13 (% 6.5) 3(% 1.5) 16 (% 8.0) 0.016
rejeksiyon
Toplam hasta 100 (% 50.0) 100 (% 50.0) 200 (% 100.0) >0.05

CsA grubu FK506 grubu p

Aza MMF MYF Aza MMF MYF

steroid steroid steroid steroid steroid steroid
Akut rejeksiyon 6(%3.0) 1 (%0.5) 4 (%2.0) 13 (%6.5) 5(%2.5) 4 (%2.0) >0.05
Kronik

7 (%3.5) 1(% 0.5) 5(% 2.5) 3 (% 1.5) 0 (%0) 0 (%0) >0.05
rejeksiyon

Rejeksiyon geciren hastalar ve HLA uyumlari

degerlendirilmistir. 49

rejeksiyonlu hastadan 2 (% 4.1)’nin 2A2B2DR uyumu, 37 (% 75.5)’nin 1A1B1DR ve
istii uyumu, 10 (% 20.4) hastanin ise 1A1B/1A1DR/1B1DR/1DR/1A/1B uyumu vardir.
49 hastadan 24 (% 48.9)’ii CsA kullanan gruba, 25 (% 51.1)’i FK506 kullanan gruba
dahildir. CsA kullanan ve rejeksiyonlu 24 hastadan 2 (% 4.1 )’si 2A2B2DR uyumu, 20
(%40.8)’si IA1B1DR ve iistii, 2 (%4.1)’si 1A1B /1A1DR /1IA1DR/1B1DR/1DR/1A/1B
uyuma sahiptir. FK506 kullanan ve rejeksiyonlu 25 hastadan 17 (% 34.7)’sinin
1A1BIDR ve iistii uyumu, 8 (%16.3)’nin 1A1B /1A1DR /IA1DR/1B1DR/1DR/1A/1B
uyumu vardir (p>0.05, p=0.002, p>0.05). 49 rejeksiyonlu hastanin 33 (% 16.5)’ii akut
rejeksiyon, 16 (% 8.0)’s1 kronik rejeksiyonludur. 33 akut rejeksiyonlu hastadan 16 (%
48.5) hastanin 1AIBI1DR 6 (% 18.2) hastanin 1AIBI1
/1ADR/1B1DR/1DR/1A/1B uyumu vardir. Akut rejeksiyonlu ve CsA kullanan 11
hastadan 1 (% 3.0)’nin HLA uyumu 2A2B2DR, 10 (% 30.3) hastanin ise 1A1B1DR ve
istii uyuma sahiptir. Akut rejeksiyonlu ve FK506 kullanan 22 hastadan 16 (% 48.5)’s1
1A1BIDR ve iistii uyum, 6 (% 18.2)’s1 ise 1A1B/1A1DR/1B1DR/1DR/1A/1B uyuma
sahiptir (p=0.05, p=0.0001). Kronik rejeksiyon geciren hastalara bakildiginda, 16 kronik
rejeksiyonlu hastadan 1 (% 6.3)’nin 2A2B2DR uyumu, 11 (% 68.8) hastanin 1A1B1DR
ve isti uyumu, 4 (% 25.0) hastanin ise 1A1B/1A1DR/1B1DR/IDR/1A/1B uyumu
vardir. Kronik rejeksiyonlu ve CsA kullanan 13 hastadan 1 (% 6.3)’nin HLA uyumu
2A2B2DR, 10 (% 62.5) hasta 1A1IBIDR ve iisti uyum, 2 (% 12.5) hastanin da
1A1B/1A1DR/1BIDR/1DR/1A/1B uyumu vardir. FK506 kullanan 3 hastadan 1 (%
6.3)’nin 1A1BIDR ve iistii, 2 (% 12.5)’'nin ise 1A1B/1A1DR/1B1DR/1DR/1A/1B

ve st uyumu,
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uyumu vardir (tablo 4.7). 151 rejeksiyonsuz hastadan 76 (% 50.3)’s1 CsA grubu, 75 (%
49.7)’1 FK506 grubuna dahildir. 151 rejeksiyonsuz hastadan 15 (% 9.9)’nin 2A2B2DR
uyumu, 116 (% 76.9)'nin 1AIBIDR ve isti uyumu, 20 (% 13.2) hastanin ise
1A1B/1TA1DR/1B1DR/1DR/1A/1B uyumu vardir. Rejeksiyonsuz ve CsA kullanan 76
hastadan 8 (% 5.3)’1t 2A2B2DR uyuma, 63 ( % 41.7)’ti 1A1B1DR ve iistii uyuma ve 5
(% 3.3) hasta 1A1B/1A1DR/1B1DR/1DR/1A/1B uyuma sahiptir. FK506 kullanan
grupta ise 75 hastadan 7 (% 4.6)’sinin 2A2B2DR uyumu, 53 (% 35.1)’ii IA1B1DR ve
istli uyuma, 15 (% 9.9) hasta da 1A1B/1AIDR/1BIDR/1DR/1A/1B uyuma sahiptir
(p>0.05, p>0.05, p>0.05, p=0.0001, p>0.05) (tablo 4.7).

Tablo 4.7: iki ila¢ grubu arasinda rejeksiyon oranlan ile HLA uyumu

HLA UYUMU
2A2B2DR uyum| 1A1B1DR ve iistii uyum | 1A1B/1AIDR/ Toplam
1B1DR/1DR/1A/1B uyum
Rejeksiyon (+) 2(% 1) 37 (% 18.5) 10 (% 5) 49(% 24.5)
CsA|2(% 1) 20 (%10) 2 (%1) 24 (%12)
FK506( 0 17 (% 8.5) 8 (% 4) 25 (% 12.5)
p - >0.05 0.002 >0.05
Rejeksiyon (-) 15 (% 1.5) 116 (% 58) 20 (% 10) 151 (% 75.5)
CsA|8 (% 4) 63 (% 31.5) 5(%2.5) 76 (% 38)
FK506|7 (% 3.5) 53 (% 26.5) 15 (% 17.5) 75 (% 37.5)
p >0.05 >0.05 0.0001 >0.05
Toplam| 17(% 8.5) 153((%76.5) 30(% 15) 200(% 100)
Rejeksiyon (+) 2(% 1) 37 (% 18.5) 10 (% 5) 49(% 24.5)
AKut rejeksiyon| 1 (% 0.5) 26 (%13) 6 (% 3) 33 (%16.5)
CsA| 1(% 0.5) 10 (% 5) 0 11 (% 5.5)
FK506( 0 16 (% 8) 6 (% 3) 22 (% 11)
p - 0.05 0.0001 0.036
Kronik rejeksiyon| 1(% 0.5) 11 (% 5.5) 4 (% 2) 16 (% 8)
CsA| 1(% 0.5) 10 (% 5) 2(% 1) 13 (% 6.5)
FK506( 0 1(%0.5) 2(% 1) 3 (% 1.5)
p >0.05 0.0001 >0.05 0.016
Rejeksiyon (-) 15 (% 1.5) 116 (% 58) 20 (% 10) 151 (% 75.5)
Toplam|17(% 8.5) 153((%76.5) 30(% 15) 200 (% 100)

Iki ilag grubu akut rejeksiyonun tipleri acisindan karsilastirildiginda CsA
grubunda hiicre aracili akut rejeksiyon geciren 1 (% 0.5) hasta bulunurken, FK506
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grubunda ise 10 (% 3.5) hasta vardir (p=0.039). iki ila¢ grubu arasinda akut rejeksiyon

geciren hastalarm rejeksiyon tipi ile ilgili bilgiler tablo 4.8’de goriilmektedir.

Tablo 4.8: iki ila¢ grubu arasinda akut rejeksiyon tipi

Akut rejeksiyon (n) (%) CsA grubu (n) (%) FK506 grubu (n) (%) p
33 (% 16.5) 11(%5.5) 22 (% 11.0) 0.036
Hiicre aracili akut rejeksiyon 1% 0.5) 10 (%3.5) 0.039
Antikor aracili akut rejeksiyon 10 (% 5.0) 12 (%4.5) >0.05

Rejeksiyon gecirmis 49 hastanin 6 (% 12.2)’sinda nakil oncesi anti-HLA
antikorlariin oldugu belirtilmistir. 43 hastanin (% 87.3) anti-HLA antikorunun
olmadig: belirtilmistir. 49 hastadan akut rejeksiyon gecirmis 33 hastanin 3 (% 9.9) niin
anti-HLA antikoru vardir. Hiicre aracili akut rejeksiyon ge¢irmis ve smif I antikora
sahip 1 (% 3.3) hasta, antikor aracili akut rejeksiyon gecirmis ve smif I antikora sahip 1
(% 3.3) hasta ve antikor aracili akut rejeksiyon gecirmis ve smif II antikora sahip 1 (%
3.3) hasta vardir. Kronik rejeksiyon gecirmis 16 hastadan 3 (% 18.8 )’niin anti-HLA
antikoru vardir. 3 hastadan 1(% 6.3)’nin smif I ve 2 (% 12.5)’nin smif II antikoru

mevcuttur (tablo 4.9).

Tablo 4.9: Rejeksiyon tipleri ve anti-HLA antikorlar

Smif I Smif IT Toplam p
Hiicre aracili akut rejeksiyon

1(% 3.3) 0 (% 0.0) 1(% 3.3) >0.05
Antikor aracili akut rejeksiyon 1(% 3.3) 1(% 3.3) 2 (% 6.6) >0.05
Kronik rejeksiyon 1(% 6.3) 2 (% 12.5) 3 (% 18.8) >0.05
Rejeksiyonsuz grup 4 (% 2.6) 1(% 0.6) 5(% 3.3) >0.05

Calismaya dahil edilen iki ila¢ grubuna ayrilan hastalarin aldigi immiinsupresif

tedavi protokollerini ii¢lii tedaviler ve rejeksiyon tipleri ile iliskisi smiflandirildiginda
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FK506+MMF+Steroid kullanan grupta CsA+MMF+Steroid kullanan gruba gore akut
rejeksiyon sikhgi daha fazladir (p=0.04). Iki farkli ilag grubunda kronik rejeksiyon
acisindan bakildiginda ise FK506+MYF+Steroid’li grupta CsA+MYF+Steroidli gruba
gore daha yiiksektir (p=0.03) (tablo 4.10).

Tablo 4.10: iki ilac grubunda hastalarin kullandigi immiinsupresif tedavi

protokolleri ve rejeksiyon tipleri arasindaki iliski

CsA FK506 CsA FK506 CsA FK506
Rejeksiyon ipi Aza Aza p MMF MMF p MYF MYF p
Steroid Steroid Steroid Steroid Steroid Steroid

Akut
1(% 3.3) 4(%12.1) | >0.05 |6(% 18.1) 13 (% 39.3) 004 |[4(%12.1) |5(%15.1) |>0.05

rejeksiyon

Hiicre aracih akut | | (g, 33) 3 (% 9.8) >0.05 | 0(% 0.0) 4(% 12.9) >0.05 | 0(% 0.0) 3 (% 9.6) >0.05
rejeksiyon

Antikor aracil akut

rejeksiyon 0(% 0.0) 1(% 2.3) >0.05 | 6(% 18.1) 9 (% 26.4) >0.05 |4(12.1) 2(%5.5) >0.05
Kronik rejeksiyon | 7 (% 43.7)  [3(%18.7) |>0.05 |1(% 6.2) 0(% 0.0) >0.05 |5(%314) | 0(%0.0) 0.03

Rejeksiyonlar ile hastalarin sensitizasyon hikayeleri degerlendirilmistir. 33 akut
rejeksiyonlu hastanin 20 (% 60.6)’sinde kan transfiizyonu, 6 hastada (% 18.2) gebelik
mevcuttur. 33 hastanin nakil Oncesi degerlendirmesinde 4 (% 9.1)’linde anti-HLA
antikoru belirlenmistir. 29 (% 87.9) hastada anti-HLA antikoru belirlenmemistir. 4
hastanin 1 (% 3.0 )’i sinif I antikoruna sahip ve FK506 grubuna dahildir. 2 (% 6.1)’si ise
smif II antikoruna sahip olup FK506 grubuna dahildir. 1 (% 3.0) hastada smf II
antikoru olup CsA kullanan gruba dahildir (tablo 4.11). 16 kronik rejeksiyonlu hastanin
4 (% 25.1)tinde kan transfiizyonu, 1 hastada (% 6.3) gebelik mevcuttur. 16 hastanin
nakil oncesi degerlendirmesinde 3 (% 18.9)’iinde anti-HLA antikoru belirlenmistir. 13
(% 81.3) hastada anti-HLA antikoru belirlenmemistir. 3 hastanin 1 (% 6.3 )’i simf [
antikoruna sahip ve CsA grubuna dahildir. 1 (% 6.3)’1 ise simf II antikoruna sahip olup
FK506 grubuna dahildir. 1 (% 6.3) hastada smf II antikoru olup CsA kullanan gruba
dahildir (tablo 4.11). Akut rejeksiyon geciren hastalardan 20 (% 60.6)’1 kan
transflizyonu, 6 (%18.2)’s1 gebelige sahipken, kronik rejeksiyon gegiren hastalarin 4 (%
25.1) kan transfiizyonu, 1 (%6.3) gebelige sahiptir. Akut rejeksiyonlu hastalarda kan
transfiizyonu ve gebelik oranlar1 kronik rejeksiyonlu gruptan daha yiiksektir (p= 0.002,
p=0.001).
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Tablo 4.11: iki ila¢c grubu arasinda rejeksiyonlu hastalarin sensitizasyon bilgileri

CsA grubu FK506 grubu CsA grubu  FK506 grubu p p
Akut rejeksiyon (+)
(0:33) Kronik rejeksiyon (+) (n:16)
Kan transfiizyonlar 7 (% 21.2) 13 (% 39.4) 1(% 6..3) 3 (% 18.8) >0.05 >0.05
Toplam 20 (%60.6) 4(%25.1) 0.002
Gebelik 2 (% 6.1) 4(% 12.1) 0 (%0.0) 1 (% 6..3) >0.05 >0.05
Toplam 6(%18.2) 1 (%6.3) 0.001
Anti-HLA antikorlan
Simf I 0 (% 0.0) 1 (% 3.0) 1 (% 6.3) 0 (% 0.0) >0.05 >0.05
Smf II 1 (% 3.0) 2 (% 6.1) 1 (% 6.3) 1 (% 6.3) >0.05 >0.05
Toplam 4 (%9.1) 3 (% 18.9) >0.05

Farkli anti-rejeksiyon tedavisi alan hastalar, karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik yoktur (p>0.05). CsA grubundan klinik
rejeksiyon tanili 1 hastaya kreatinin yiiksekligineden dolay1 pulse steroid tedavisi,
klinik rejeksiyon tanili FK506 kullanan 5 hastadan 4’iline pulse steroid ve 1 hastaya
da steroid+IVIG uygulanmustir. Nakil sonrasi akut rejeksiyon geciren hastalarin anti-
rejeksiyon tedavileri tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.12: Akut rejeksiyonlu hastalarin anti-rejeksiyon tedavileri

CsA grubu (n:11) (%) FK506 grubu (n:22) (%) p
Anti-rejeksiyon
tedavisi
Steroid 6 (% 8.0) 10 (% 5.0) >0.05
ATG 0 (% 0.0) 2 (% 1.0) >0.05
Steroid + ATG 1 (% 0.5) 2 (% 1.0) >0.05
Steroid + IVIG 2 (% 2.5) 5(%2.5) >0.05
Steroid +ATG +
IVIG 2 (% 1.0) 3 (% 1.5) >0.05

Steroid (500 mg/giin, 3 giin iist iiste).

Antitimosit globulin (ATG) (2-5 mg/kg/giin).

Intravenoz immunglobulin (IVIG) [0.5 g/kiir (ilk ii¢ kiir), 0.25 g/kiir (4. ve 5. kiir)
toplam 5 kiir].

Akut ve kronik rejeksiyon tanist konmus 49 hastadan 36 (% 73.5)’sinin
rejeksiyon tanisi biyopsi ile kanitlanmistir. Diger 13 (% 26.5) hasta klinik tanilidir. Akut



91

rejeksiyon geciren 33 hastadan 22 (% 66.7)’si, kronik rejeksiyon geciren 16 hastadan 14
(% 87.5)’1 biyopsi kanithdir. CsA kullanan grupta akut rejeksiyonlu 33 hastadan 10 (%
30.3)’u, FK506 kullanan grupta ise 22 hastanin 17 (% 72.3)’si biyopsi kanithdir. Akut
rejeksiyon geciren ve biyopsi kanith 22 hasta Banff siniflamasmma gore
degerlendirildiginde, 4’1i grade la, 10’u grade 2a ve 8’si grade 2b rejeksiyon tanisi
almustir. Kronik rejeksiyon gegiren ve biyopsi kanitli 14 hastanin sonuglari ise 4’ii evre

1 ve 10’u evre 4 olarak degerlendirilmistir.

Tez calismasma alinan 200 hastadan ilk bir yillik takipte graft kayb1 olmamaigtir.
Kaplan Meier testine gore bir yillik graft sagkalim oran1 % 100 ve bir yillik hasta
sagkalim oran1 da % 100’diir. FK506 kullanan hasta grubunda nakil sonrasi diyabet
gelisimi oran1 CsA grubuna gore yiiksek bulunmustur (p=0.014). Etyolojisinde
diyabetik nefropatili olan hastalar degerlendirmenin disinda tutulmustur. CsA kullanan
grupta hiperlipidemi olusma ve dis eti hiperplazisi oran1 FK506 kullanan gruba gore
yilksek bulunmustur (p=0.029, p=0.001). Calismaya dahil edilen hastalarda ilac
degisimi gastrointestinal yan etkilerden dolayt MMF’den Aza’ya olmustur. CsA
kullanan hasta grubunda hiperlipidemi yan etkisi FK506 kullanan gruba gore daha
yiiksektir (p=0.029). Iki ila¢ grubunda nakil sonrasi gelisen enfeksiyon, titreme,
killanma, neoplazi, dis eti hiperplazisi gibi komplikasyonlar ve tedavi gesitleri tablo

4.13’de goriilmektedir.

Tablo 4.13: iki ila¢c grupunda nakil sonras1 komplikasyonlar

Parametreler CsA grubu FK506 grubu p
Graft kaybi 0 (% 0.0) 0 (% 0.0) >0.05
Hasta kayb1

Erken enfeksiyon 20 (% 20.0) 22 (% 22.0) >0.05
Yara enfeksiyon 1(% 1.0) 2 (% 2.0) >0.05
ATN 4 (% 4.0) 8 (% 8.0) >0.05
Gecikmis graft fonksiyon 0 (% 0.0) 2 (% 2.0) >0.05
Toksisite 8 (% 8.0) 11 (%11.0) >0.05
Tiiylenme 3 (% 3.0) 1(% 1.0) >0.05
Titreme 3(%3.0) 9(%9.0) >0.05
Dis eti hiperplazisi 9(%9.0) 2(%2.0) 0.001
Diyabet 3(%3.0) 16 (% 16.0) 0.014
Neoplazi 3(%3.0) 4 (% 4.0) >0.05
Hiperlipidemi 35 (% 35.0) 18 (% 18.0) 0.029
MMF’den Aza’ya 5(%5.0) 3(%3.0) >0.05
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4.1.2. KONTROL VE HASTA GRUPLARININ CYP3AS, CYP3A4, CYP2C19,
MDR-1 GEN POLIMORFiZMININ GENOTIP VE ALEL SIKLIGI

Kontrol ve hasta grubunda CYP3AS gen polimorfizminin genotip ve alel siklig1
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda 94 (% 62.7) bireyde homozigot yabanil tip
CYP3AS5*1*1 genotipi, 46 ( % 30.7) bireyde heterozigot mutant tip olan CYP3A5*1%*3
genotipi, 10 (% 6.6) bireyde ise homozigot mutant CYP3A5*3*3 genotipi saptanmigtir.
Hasta grubuna bakildiginda, 102 (% 51.0) hastada homozigot yabanil tip CYP3A5*1%*1
genotipi, 79 (% 39.5) hastada heterozigot mutant tip olan CYP3A5*1*3 genotipi ve 19
(% 9.5) hastada homozigot mutant tip olan CYP3A5*3*3 genotipi saptanmustir.
CYP3A5*1*1 genotip sikligii kontrol grubunda hasta grubuna gore daha yiiksek
bulunmugtur (p=0.037). CYP3A5*1*6 ve CYP3A5*6*6 mutant genotipleri ise kontrol
ve hasta grubunda saptanmamistir. CY3AS gen polimorfizmine ait alel sikhigi
degerlendirildiginde, kontrol grubunda *1 alelinin orani1 234 (% 78.0) bulunurken, hasta
grubunda 283 (% 70.8) olarak bulunmustur. *3 alelinin orani ise kontrol grubunda 66
(% 22.0) bulunurken, hasta grubunda 117 (% 29.2) olarak bulunmustur. *6 aleli kontrol
ve hasta grubunda saptanmamustir (tablo 4.14).

Tablo 4.14: Kontrol ve hasta grubunda CYP3AS gen polimorfizminin genotip ve

alel sikhi@1

OR
Genotip Kontrol (n:150) (%) Hasta (n:200) (%) p
CYP3A5*1*] (yabaml) (AA) 94 (% 62.7) 102 (% 51.0) 0.037 1.613 (1.047-2.484)
CYP3A5*1*3 (heterozigot) (AG) |46 (% 30.7) 79 (% 39.5) >0.05 0.677 (0.432-1.061)
CYP3A5#3*3 (mutant) (GG) 10 (% 6.6) 19 (% 9.5) >0.05 0.680 (0.306-1.510)
CYP3A5*1*6 (heterozigot) (AG) | -
CYP3A5%6*6 (mutant) (AA)

OR
Alel Kontrol (n:300) (%) Hasta (n:400) (%) p
*1 234 (% 78.0) 283 (% 70.8)

0.038 1.466 (1.035-2.076)

#3 66 (% 22.0) 117 (% 29.2)
*6

Iki farkli ila¢ grubunda CYP3A5 genotiplerini karsilagtirilmistir. CsA kullanan
grupta 55 (% 55.0) hastada CYP3A5*1*1, 38 (% 38.0) hastada CYP3A5*1*3 ve 7 (%
7.0) hastada CYP3A5*3*3 saptanmustir. FK506 kullanan gruba bakildiginda, 47 (%
47.0) hastada CYP3A5*1*1, 41 (% 41.0) hastada CYP3A5*1*3, 12 (% 12.0)




CYP3A5*3*3 bulunmustur. CYP3A5*1*6 ve CYP3A5*6*6 genotipleri iki hasta

grubunda da saptanmamuistir (tablo 4.15).

Tablo 4.15: CsA ve FK506 gruplarinin CYP3AS gen polimorfizminin genotip ve

alel sikhiginin karsilastirilmasi

Genotip CsA (n:100) (%) FK506 (n:100) (%) P
CYP3AS5*1*1 55 (% 55.0) 47 (% 47.0) >0.05
CYP3A5*1*3 38 (% 38.0) 41 (% 41.0) >0.05
CYP3A5*3*3 7 (% 7.0) 12 (% 12.0) >0.05
CYP3A5*1%6

CYP3A5*6%6

Alel CsA (n:200) (%) FK506 (n:200) (%) P

*1 148 (% 74.0) 135 (% 67.5)

*3 52 (% 26.0) 65 (% 32.5) 2005
*6

CYP3AS5*3 genine ait kesim Oncesi PZR iiriinii sekil 4.3’de goriilmektedir.
CYP3A5*1*1, CYP3A5*1*3 ve CYP3A5*3*3 genotipine ait jel elektroforez drnekleri
sekil 4.4’de ve CYP3A5*6 genine ait kesim Oncesi PZR iiriinii sekil 4.5°de

goriilmektedir.

250 by

168 b
145 b
125 b

250 bg 293 be

30hg

Sk

M: Belirtec, 1,2,3: CYP3A5*3 PZR iiriinii M: Belirtec, 3: CYP3AS5*1*1 genotipi, 1: CYP3AS5*1*3

genotipi, 2: CYP3A5*3#3

Sekil 4.3: CYP3AS5*3 PZR iiriinii Sekil 4.4: CYP3AS5*3 genotipi analizi
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500y 495 by

250k

M: Belirtec, 1,2,3: CYP3A5%6 PZR iiriinii

Sekil 4.5: CYP3A5*%6 PZR iiriinii

Kontrol ve hasta grubunda CYP3A4 gen polimorfizminin genotip ve alel siklig1
degerlendirilmistir. CYP3A4 gen polimorfizmine ait genotipleri degerlendirdigimizde,
kontrol grubunda 131 (% 87.4) bireyde homozigot yabanil tip CYP3A4*1*1 genotipi,
15 ( % 10.0) bireyde heterozigot mutant tip olan CYP3A4*1*4 genotipi, 2 (% 1.3)
bireyde homozigot mutant CYP3A4#4*4 genotipi, 2 (% 1.3) bireyde ise CYP3A4*1*6
genotipi saptanmustir. Hasta grubuna bakildiginda, 170 (% 85.0) hastada homozigot
yabanil tip CYP3A4*1*1, 20 (% 10.0) hastada heterozigot mutant tip CYP3A4*1*4 ve
4 (% 2.0) hastada homozigot mutant tip CYP3A4*4*4 6 (% 3.0) hastada ise
CYP3A4*1*6 genotipi saptanmistir. Homozigot mutant CYP3A4*6*6 genotipi kontrol
ve hastalarda bulunmamustir (tablo 4.16).

CYP3A4 gen polimorfizminin alel degerlendirmesinde, kontrol grubunda *1
alelinin orant 279 (% 93.0) bulunurken, hasta grubunda 366 (% 91.5) olarak
bulunmustur. *4 alelinin orani ise kontrol grubunda 19 (% 6.3) bulunurken, hasta
grubunda 28 (% 7.0) olarak bulunmustur. *6 aleline baktigimizda, kontrol grubunda 2
(% 0.7), hasta grubunda ise 6 (% 1.5) olarak tespit edilmistir (tablo 4.16).
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Tablo 4.16: Hasta ve kontrol grubunda CYP3A4 gen polimorfizminin genotip ve

alel sikhig
OR

Genotip Kontrol (n:150) (%) |Toplam hasta (n:200) (%) | p
CYP3A4*1%*1 (yabanil) 131 (% 87.4) 170 (% 85.0) >0.05 | 1.217 (0.655-2.258)
CYP3A4*1%*4 (heterozigot) | 15 (% 10.0) 20 (% 10.0) >0.05 | 1.00 (0.493-2.026)
CYP3A4*4*4 (mutant) 2 (% 1.3) 4 (% 2.0) >0.05 [ 0.662 (0.119-3.665)
CYP3A4*1*6 (heterozigot)|2 (% 1.3) 6 (% 3.0) >0.05 | 0.436 (0.086-2.197)
CYP3A4*6*6 (mutant) - - -
Alel
*1 279 (% 93.0) 366 (% 91.5)

>0.05 | 1.123 (0.614-2.053)
*4 19 (% 6.3) 28 (% 7.0)

>0.05 [2.287 (0.4579-11.421)
*6 2 (% 0.7) 6 (% 1.5)

Iki farkli ila¢ grubunda CYP3A4 genotiplerini karsilagtirilmistir. CsA kullanan
grupta 87 (% 87.0) hastada CYP3A4*1*1, 10 (% 10.0) hastada CYP3A4*1*4 ve 1 (%
1.0) hastada CYP3A4*4*4, 2 (% 2.0) hastada CYP3A4*1*6 genotipi saptanmuistir.
FK506 grubuna bakildiginda, 83 (% 83.0) hastada CYP3A4*1*1, 10 (% 10.0) hastada
CYP3A4*1*4, 3(% 3.0) CYP3A4*4*4, 4 (% 4.0) hastada CYP3A4*1*6 genotipi

bulunmustur. CYP3A4*6*6 genotipi iki hasta grubunda saptanmamistir (tablo 4.17).

Tablo 4.17: CsA ve FK506 gruplarinin CYP3A4 gen polimorfizminin genotip ve

alel sikhgi

Genotip CsA (n:100) (%) FK506 (n:100) (%) p
CYP3A4%*]1*] 87 (% 87.0) 83 (% 83.0) >0.05
CYP3A4%*]1*4 10 (% 10.0) 10 (% 10.0) >0.05
CYP3A4%#4%4 1(% 1.0) 3 (% 3.0) >0.05
CYP3A4%*]1*6 2 (% 2.0) 4 (% 4.0) >0.05
CYP3A4%6*6
Alel CsA (n:200) (%) FK506 (n:200) (%) p
#] 186 (% 93.0) 179 (% 90.0)

>0.05
#4 12 (% 6.0) 16 (% 8.0)

>0.05
#6 2 (% 1.0) 4 (% 2.0)

CYP3A4*4 genine ait kesim oncesi PZR

riinii sekil 4.6’de goriilmektedir.

CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4 ve CYP3A4*4*4 genotipine ait jel elektroforez drnekleri
sekil 4.77de ve CYP3A4*6 genine ait kesim Oncesi PZR iiriinii sekil 4.8’de

goriilmektedir. CYP3A4*1*6 genotipine ait jel ornekleri sekil 4.9’de goriilmektedir.
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250 by 249 b

L4l by
04y
4Ty

150
50 by

M: Belirtec, 1,2: CYP3A4*4 PZR iriinii M: Belirtec, 1: CYP3A4*4*4 2,4: CYP3A4*1%4
3,5: CYP3A4*1*1

Sekil 4.6: CYP3A4*4 PZR iiriinii Sekil 4.7: CYP3A4%4 genotip analizi

M 1 2 1 1 H 3 4

290 by

00bg
153bg

137he

"
100 be 120be

M: Belirtec, 1,2: CYP3A4*6 PZR iirtinii M: Belirtec, 1,4: CYP3A4*1*1  2,3: CYP3A4*1%6

Sekil 4.8: CYP3A4%6 PZR iiriinii Sekil 4.9: CYP3A4%6 genotip analizi

Kontrol ve hasta grubunda CYP2C19 gen polimorfizmi siklig1
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda 130 (% 86.7) bireyde homozigot yabanil tip
CYP2C19*1*1 genotipi, 18 ( % 12.0) bireyde heterozigot mutant tip olan
CYP2C19*1*2 genotipi, 2 (% 1.3) bireyde ise homozigot mutant CYP2C19%2%2
genotipi saptanmistir. Hasta grubunda ise 160 (% 80.0) hastada homozigot yabanil tip
CYP2C19*1*1 genotipi, 36 (% 18.0) hastada heterozigot mutant tip CYP2C19%1%*2
genotipi, 4 (% 2.0) hastada ise homozigot mutant CYP2C19*2*2 genotipi saptanmuistir.
Hasta ve kontroller arasinda genotip ve aleller acisindan bir fark bulunamamistir (Tablo
4.18). CYP2CI19 gen polimorfizminin alel degerlendirmesinde, kontrol grubunda *1
alellinin oran1 278 (% 92.7) bulunurken, hasta grubunda 356 (% 89.0) olarak
bulunmustur. *2 alellinin orani ise kontrol grubunda 22 (% 7.3) bulunurken, hasta

grubunda 44 (% 11.0) olarak bulunmustur (tablo 4.18).
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Tablo 4.18: Hasta ve kontrol grubunda CYP2C19 gen polimorfizminin genotip ve

alel sikhig

Genotip Kontrol (n:150) | Toplam hasta (n:200) |p OR

CYP2C19*1*#1 | 130 (% 86.7) 160 (% 80.0) >0.05 1.500 (1.211-1.858)
(yabanil)

CYP2C19*1%#2 |18 (% 12.0) 36 (% 18.0) >0.05 0.750 (0.550-1.010)
(heterozigot)

CYP2C19*%2%2 |2 (% 1.3) 4 (% 2.0) >0.05 0.500 (0.287-0.870)
(mutant)

Alel Kontrol (n:300) (%) | Toplam hasta (n:400) (%) |p OR

*1 278 (% 92.7) 356 (% 89.0)

5 >0.05 1.562 (0.914-2.668)

22 (% 1.3)

44 (% 11.0)

CYP2C19*2 genine ait kesim Oncesi PZR iiriinii sekil 4.10°de goriilmektedir.

CYP2C19%2 genine ait genotipler sekil 4.11°de goriilmektedir.

Sekil 4.10: CYP2C19*2 PZR iiriinii

M 1 2

250 by
350 by

M: Belirtec, 1,2: CYP2C19*2 PZR {iriinti

521 bg

250 by

150 h

T

1k

M: Belirteg, 1: CYP2C19*¥1#2 2,3:CYP2C19%2%2

4: CYP2C19#1%#1

Sekil 4.11: CYP2C19%*2 genotip analizi

Kontrol grubu ile FK506 kullanan grup arasinda CYP2C19 gen polimorfizmi
karsilastirilmistir. Kontrol grubunda 130 (% 86.7) CYP2C19*1*1 genotipi, 18 (% 12.0)
bireyde CYP2C19*1*2, ve 2 (% 2.0) bireyde CYP2C19*2%*2 genotipi tespit edilmistir.
Hasta grubunda ise 77 (% 77.0) hastada CYP2C19*1*1 genotipi, 21 (% 21.0) hastada
CYP2C19*%1*2, ve 2 (% 2.0) hastada CYP2C19%2*2 genotipi saptanmustir. Kontrol




grubu ve FKS506 kullanan grup arasinda genotip ve aleller agisindan bir fark

bulunamamastir (p>0.05) (Tablo 4.19).

Tablo 4.19: Kontrol grubu ve FKS506 ila¢ grubu arasinda CYP2C19 gen

polimorfizminin genotip ve alel sikhigi

Genotip Kontrol (n:150) (%) FK506 (n:100) (%) P
CYP2C19*1*1 130 (% 86.7) 77 (% 77.0) >0.05
CYP2C19*1*2 18 (% 12.0) 21 (% 21.0) >0.05
CYP2C19%*2*2 2 (% 2.0) 2 (% 2.0) >0.05
Alel Kontrol (n:300) (%) FK506 (n:200) (%) p
*1 278 (% 92.7) 175 (% 87.5)

>0.05
*2 22 (% 7.3) 25 (% 12.5)

Kontrol ve hastalarin MDR-1 gen polimorfizmine ait C3435T ve G2677T
polimorfizmleri degerlendirilmistir. MDR-1 C3435T gen polimorfizmi i¢in kontrol
grubunda 55 (% 36.7) bireyde CC normal genotip, 65 (% 43.3) bireyde CT heterozigot
genotip, 30 (% 20.0) bireyde TT mutant genotipleri bulunmustur. Hasta grubunda ise 92
(% 46.0) hastada CC normal, 61 (% 30.5) hastada CT heterozigot ve 47 (% 23.5)
hastada TT mutant genotipleri saptanmistir. MDR-1 G2677T gen polimorfizmi
incelendiginde ise, kontrol grubunda 62 (% 41.3) bireyde GG normal genotip, 48 (%
32.0) bireyde GT heterozigot genotip, 40 (% 26.7) bireyde TT mutant genotipleri
bulunmustur. Hasta grubunda ise 91 (% 45.5) hastada GG normal, 67 (% 33.5) hastada
GT heterozigot ve 43 (% 21.5) hastada TT mutant genotipleri saptanmustir. C3435T
polimorfizmine ait C ve T alel oranlar1 degerlendirilmistir. Kontrol grubunda C alelinin
oran1 175 (% 58.3) bulunurken, hasta grubunda 245 (% 61.3) olarak bulunmustur. T
alelinin orani1 ise kontrol grubunda 125 (% 41.7) saptanirken, hasta grubunda 155 (%
38.7) olarak bulunmustur. G2677T polimorfizmine ait G ve T alel oranlar
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda G alelinin oran1 172 (% 57.3) bulunurken, hasta
grubunda 247 (% 61.7) olarak bulunmustur. T alelinin orani ise kontrol grubunda 128
(% 42.7) saptanirken, hasta grubunda 153 (% 38.3) olarak bulunmustur (tablo 4.20).



Tablo 4.20: Kontrol ve hasta grubunda MDR-1 gen polimorfizminin genotip ve

alel sikhig1
Genotip Kontrol (n:150) Toplam hasta (n:200) p OR
C3435T
55 (% 36.7) 92 (% 46.0) >0.05 1.500 (1.211-1.858)
(yabanil) CC
C3435T
65 (% 43.3) 61 (% 30.5) >0.05 0.750 (0.550-1.010)
(heterozigot) CT
C3435T
30 (% 20.0) 47 (% 23.5) >0.05 0.500 (0.287-0.870)
(mutant) TT
Alel
*C 175 (% 58.3) 245 (% 61.3)
>0.05 0.885 (0.652-1.202)
*T 125 (% 41.7) 155 (% 38.7)
Genotip Kontrol (n:150) Toplam hasta (n:200) p OR
G2677T
62 (% 41.3) 90 (% 45.5) >0.05 1.217 (1.133-1.308)
(yabanil) GG
G2677T
48 (% 32.0) 67 (% 33.5) >0.05 1.211 (1.130-1.297)
(heterozigot) GT
G2677T
40 (% 26.7) 43 (% 21.5) >0.05 0.667 (0.061-7.284)
(mutant) TT
Alel
*G 172 (% 57.3) 247 (% 61.7)
>0.05 0.832 (0.613-1.129)
*T 128 (42.7) 153 (% 38.3)

Iki ilag grubu arasinda MDR-1 gen polimorfizmi degerlendirilmistir. MDR-1
C3435T gen polimorfizmi icin CsA grubunda 48 (%48.0) hastada CC, 28 (% 28.0)
hastada CT, 24 (% 24.0) hastada TT genotipleri bulunmustur. FK506 grubunda ise 44
(% 44.0) hastada CC, 33 (% 33.0) hastada CT ve 23 (% 23.0) hastada TT genotipleri
saptanmistir. MDR-1 G2677T gen polimorfizmi i¢in CsA grubunda 50 (% 50.0) hastada
GG, 31 (% 31.0) hastada GT, 19 (% 19.0) hastada TT genotipleri tespit edilmistir.
FKS506 kullanan grupta ise 40 (% 40.0) hastada GG, 36 (% 36.0) hastada GT, 24 (%
24.0) hastada TT genotipi bulunmustur (tablo 4.21).



100

Tablo 4.21: iki farkh ilac grubunda MDR-1 C3435T ve MDR-1 G2677T gen

polimorfizminin genotip ve alel sikhigi

Genotip CsA (n:100) (%) FK506 (n:100) (%) p
C3435T (CC) 48 (%48.0) 44 (% 44.0) >0.05
C3435T (CT) 28 (% 28.0) 33 (% 33.0) >0.05
C3435T (TT) 24 (% 24.0) 23 (% 23.0) >0.05
Alel CsA (n:200) (%) FK506 (n:200) (%) p
C 124 (% 62.0) 121 (% 60.5)

>0.05
T 76 (%38.0) 79 (% 39.5)
Genotip CsA (n:100) (%) FK506 (n:100) (%) p
G2677T (GG) 50 (%50.0) 40 (% 40.0) >0.05
G2677T (GT) 31 (% 31.0) 36 (% 36.0) >0.05
G2677T (TT) 19 (% 19.0) 24 (% 24.0) >0.05
Alel CsA (n:200) (%) FK506 (n:200) (%) p
G 131 (% 65.5) 116 (% 58.0)

>0.05
T 69 (34.5) 84 (% 42.0)

MDR-1 (C3435T genine ait kesim Oncesi PZR iriinii sekil 4.12°de
goriilmektedir. MDR-1 C3435T genine ait genotipler sekil 4.13’de goriilmektedir.

M 1 s 3 d 5

250k 1501y

207 hy
145k

621y

207 hy

150 1"; 150 ]J;

M: Belirtec, 1,2: C3435T PZR iiriinii

Sekil 4.12: MDR-1C3435T PZR iiriinii  Sekil 4.13: MDR-1 C3435T genotip analizi
MDR-1 G2677T genine ait kesim Oncesi PZR iriinii sekil 4.14°de
goriilmektedir. MDR-1 G2677T genine ait genotipler sekil 4.15’de goriilmektedir.

M: Belirtec, 1,4: TT genotipi 2,3: CT genotipi 5: CC genotipi

250 b Z2d by
500 bg
250 by
1 be
150 kg 130 bg
M: Belirtec, 1,2: MDR-1 G2677T PZR iirtinii M: Belirtec, 1,2: TT genotipi 3,4: GT genotipi 5,6: GG genotipi

Sekil 4.14: MDR-1G2677T PZR iiriinii Sekil 4.15: MDR-1 G2677T genotip analizi
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4.1.3. CYP3A5, CYP3A4, MDR-1 GEN POLIMORFiZMININ CsA, FK506 KAN
DUZEYLERI iLE ARASINDAKI iLiSKi

Tez calismasina alinan hastalar 1998-2011 yillar1 arasinda nakil olan hastalardir.
Bu zaman dilimi i¢inde CsA ve FK506 kan diizeyleri iki farkli yontemle bakilmigtir.
Kan diizeylerinin saptanmasinda kullanilan yontemler arasi geciste iki yontem arasi
korelasyon yapilmaktadir. Immiinoassay testlerin karsilastirmalarinda korelasyonlar
yiiksek olup hastalar arasi diizeylerde ¢ok belirgin farklar olmamaktadir.

CsA tedavisi alan hastalarda baslangic dozu olarak 8 mg/kg/giin olarak tedavi
uygulanmaktadir. Hastalarin aldiklar1 CsA dozlar1 ve kan diizeyleri arasindaki 3. giin
15. giin, 1. ay, 3. ay, 6. ay ve 12. aydaki baglant1 linear regresyon ile sirastyla r=0 .313,
r=0.394, r=0.385, r=0.430, r=0.087 ve r=0.024 olarak bulunmustur.

Bu tez caligmasinda CYP3AS5 gen polimorfizmi ile CsA kan diizeyleri, CsA
dozlari, kan diizeyi/doz ile aralarindaki iliski degerlendirilmistir. CYP3AS5*1*1
genotipli hastalarin 3.giin, 15.giin, 1.ay, 6. aydaki CsA kan diizeyleri CYP3AS5*1%*3 ve
CYP3A5*3*3 genotipli hastalardan daha diisiik saptanmistir. CYP3A5*1*1 genotipli
hastalarin 1.ay ve 6.aydaki CsA kan diizeylerindeki diisiikliik istatistiksel olarak farkili
bulunmustur  (p=0.037, p=0.009) (tablo 4.22). Hastalarin aldiklar1 dozlar1
degerlendirdigimizde ise CYP3A5*1*1, CYP3A5*1*3 ve CYP3A5%*3*3 genotiplerine
sahip hastalara verilen dozlar arasinda bir fark bulunmamustir (p>0.05). Nakilden sonra
12 ay i¢inde verilen dozlar azaltilmis ve buna bagh olarakta CsA kan diizeylerinde de
azalma goriilmiistiir. CYP3AS5*1*1, CYP3AS5*1*3 ve CYP3A5%3*3 genotipli hastalarin
CsA kan diizeyi/doz oranlar1 da degerlendirilmistir. Bu genotiplere sahip hastalarin CsA
kan diizeyi/doz oranlar1 arasinda bir fark bulunmamistir (p>0.05) (tablo 4.22).

Tablo 4.22: CYP3AS gen polimorfizmi ve CsA kan diizeyleri ile arasindaki iliski

CsA grubu (n) CYP3AS5*1/%1 (55) CYP3A5%1/*3 (38) CYP3A5*3/*3 (7) p
CsA ng/ml
3.giin 359.31£107.59 368.08+100.61 370.01£127.29 >0.05
15.giin 304.96£106.37 304.64+100.79 308.82+124.56 >0.05
1l.ay 246.18+106.09 258.22488.44 269.82+128.20 0.037
3.ay 222.16492.28 223.11£100.08 224.36+95.06 >0.05
6.ay 145.67+61.65 153.81+49.82 195.82£116.30 0.009
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Tablo 4.22.devami: CYP3AS gen polimorfizmi ve CsA kan diizeyleri ile arasindaki
iliski

12.ay 144.40+70.86 133.50+52.70 133.57+.56.21 >0.05
CsA mg/kg/giin
3.giin 5.11£2.20 5.21£1.45 6.01£1.58 >0.05
15.giin 4.50£2.02 4.37£1.35 4.99+1.29 >0.05
1l.ay 4.18+1.93 3.86+1.29 3.96+1.27 >0.05
3.ay 3.63£1.62 3.53£1.13 3.70£1.35 >0.05
6.ay 3.19+1.46 3.37+1.48 3.22+1.35 >0.05
12.ay 3.08+0.97 3.13+1.21 3.50+0.43 >0.05
Kan diizeyi/doz
3.giin 70.31+40.30 73.20+46.58 63.90+52.14 >0.05
15.giin 67.75+44.23 69.21+40.21 61.88+50.36 >0.05
1l.ay 58.89+44.36 66.89+30.54 68.13+£55.41 >0.05
3.ay 61.18+30.56 63.20+46.87 60.63+40.61 >0.05
6.ay 45.64+£22.21 45.64+£19.21 50.81+42.61 >0.05
12.ay 46.8825.46 42.65+22.68 38.16+25.61 >0.05

FKS506 tedavisi alan hastalarda baslangic dozu olarak 0.15 mg/kg/giin olarak
tedavi uygulanmaktadir. Hastalari aldiklar1t FK506 dozlar1 ve kan diizeyleri arasindaki
3. glin 15. giin, 1. ay, 3. ay, 6. ay ve 12. aylardaki baglant1 regresyon analizi ile sirasiyla
r=0.095, r=0.105, r=0.220, r=0.140, r=0.358 ve r=0.090 olarak bulunmustur.

Bu tez calismasinda CYP3AS gen polimorfizmi ile FK506 kan diizeyleri, FK506
dozlari, kan diizeyi/doz ile aralarindaki iligki degerlendirilmistir.

CYP3A5*3*3 genotipli hastalarin 3.giin, 3.ay, 12. aydaki FK506 kan diizeyleri
sirastyla 17.5447.95 ng/ml, 11.5344.87 ng/ml, 8.41+£2.96 ng/ml olarak bulunmustur.
CYP3A5*1*1 genotipli hastalarm 3.giin, 3.ay, 12. aydaki FK506 kan diizeyleri ise
sirastyla 14.22+47.44 ng/ml, 9.08+4.59 ng/ml ve 5.58+3.89 ng/ml olarak bulunmustur.
CYP3A5*3*3 genotipine sahip hastalarin 3.giin ve 3.ay ve 12.aydaki FK506 kan
diizeyleri CYP3A5*1*1 genotipli hastalarin FK506 kan diizeylerinden daha yiiksek
bulunmustur (p=0.039, p=0.048, p=0.05) (tablo 4.23).
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Hastalarin aldiklar1 FK506 dozlar1 degerlendirildiginde ise CYP3A5%3%3
genotiplerine sahip hastalarin 3.giin, 15.giin, 1.ay, 3.ay, 6.ay, 12.ayda aldiklar1 dozlar
sirastyla  0.10+£.0.06 mg/kg/giin, 0.10+£0.12 mg/kg/giin , 0.08+0.04 mg/kg/giin,
0.07+0.04 mg/kg/giin , 0.06£0.03 mg/kg/giin ve 0.07+ 0.04 mg/kg/giin olarak
bulunmustur. CYP3AS5*1*1 genotiplerine sahip hastalarin 3.giin, 15.giin, 1.ay, 3.ay,
6.ay, 12.ay da aldiklar1 dozlar ise sirasiyla 0.14+0.07 mg/kg/giin, 0.14+0.12 mg/kg/giin,
0.13+0.12 mg/kg/giin, 0.11+0.12 mg/kg/giin, 0.09+0.08 mg/kg/giin ve 0.10+0.08
mg/kg/giin olarak bulunmustur. CYP3AS5%3*3 genotipli hastalarm 3.giin, 1.ay, 3.ay,
12.aydaki FK506 dozlar1 CYP3A5*1*1 genotipli hastalarm FK506 dozlarindan daha
diisiikk bulunmustur (p=0.038, p=0.046, p=0.002, p=0.0001) (tablo 4.23). CYP3AS*1*1,
CYP3A5*1*3 ve CYP3A5*3*3 genotipli hastalarn FK506 kan diizeyi/doz oranlar1
degerlendirilmistir. CYP3AS5*3*3 genotipine sahip hastalarm 3.giin, 15.giin, 1.ay, 3.ay,
6.ay, 12aydaki FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 sirasiyla 160.45+43.61, 149.40+64.21,
153.75446.84, 164.71+45.31, 134.83+34.16 ve 120.14+20.18 olarak bulunmustur.
CYP3A5*1*1 genotipine sahip hastalarin 3.giin, 15.giin, 1.ay, 3.ay, 6.ay, 12aydaki
FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 sirasiyla 101.57£45.21, 129.57+36.84, 100.23+38.45,
82.54+26.84, 95.33+29.56 ve 94.83+29.64 olarak bulunmustur. CYP3A5%3*3 genotipli
hastalarin 3.giin, 3.ay, 6.ay ve 12.aydaki FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 CYP3A5%1%*1
genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlarindan daha yiiksek bulunmustur
(p=0.003, p=0.035, p=0.0001, p=0.04) (tablo 4.21). CYP3A5*3*3 homozigot mutant
genotipini tasityan hastalarda FK506 kan diizeyi/doz oranlarinin daha yiiksek oldugu ve
bu hastalara verilen dozlarin daha diisiik oldugu gozlenmistir. CYP3AS5*1*1 genotipine
sahip hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 ise daha diisiik ve bu hastalara verilen
dozlarmn ise yiiksek oldugu gozlenmistir. FK506 ilag toksisitesi gelisen 11 hastadan 4
(% 33.3)’t CYP3A5*3*3 mutant genotipe sahip, 5 (% 41.6)’si CYP3A5*1*3 ve 2 (%
25.1) hasta CYP3A5*1*1 genotiplerini tasimaktadir. CYP3AS5*1%6 genotipine sahip

hasta sayis1 yetersiz oldugu icin degerlendirilememistir (tablo 4.23).
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Tablo 4.23: CYP3AS gen polimorfizminin FK506 kan diizeyleri ile arasindaki iliski

FK506 grubu (n) CYP3A5*1/*1 (47) CYP3A5*1/*3 (41) CYP3A5*3/*3 (12) p
FK506 ng/ml
3.giin 14.22+7.44 14.65+6.35 17.54+7.95 0.039
15.giin 15.48+5.74 15.33+5.84 15.9445.52 >0.05
1l.ay 13.03+5.28 13.35+4.39 12.30+3.98 >0.05
3.ay 9.08+4.59 10.16+4.42 11.53+4.87 0.048
6.ay 8.58+4.17 9.324+4.00 8.09+2.85 >0.05
12.ay 5.58+3.89 7.74%2.61 8.41+£2.96 0.05
FK506 mg/kg/giin
3.giin 0.14+0.07 0.13+0.07 0.10+0.06 0.038
15.giin 0.14+0.12 0.11+0.06 0.10+0.12 0.038
1l.ay 0.13+0.12 0.10+0.06 0.08+0.04 0.046
3.ay 0.11+0.12 0.08+0.05 0.07+0.04 0.002
6.ay 0.09+0.08 0.08+0.04 0.06+0.03 >0.05
12.ay 0.10+0.08 0.06+0.04 0.07+0.04 0.0001
Kan diizeyi/doz
3.giin 101.57+45.21 112.69+45.89 160.45+43.61 0.003
15.giin 129.57+36.84 139.36+46.54 149.40+64.21 >0.05
1l.ay 100.23+38.45 133.50+36.12 153.75+46.84 0.035
3.ay 82.54+26.84 127.00+38.46 164.71+45.31 0.0001
6.ay 95.33£29.56 116.50+36.34 134.83£34.16 0.04
12.ay 94.83+29.64 129.00+35.32 120.14+20.18 >0.05

Bu tez caligmasinda CYP3A4 gen polimorfizmi ile CsA kan diizeyleri, CsA

dozlar, kan diizeyi/doz ile aralarindaki iliski degerlendirilmistir. CYP3A4*4*4 genotipi
tip CYP3A4*1*4 ile birlikte
degerlendirilmistir. CYP3A4*1*6 genotipi sayist da az oldugu ve CYP3A4%6*6

sayist az oldugu icin heterozigot mutant

genotipi olmadig1 i¢in degerlendirilmemistir. CYP3A4%1%*4/CYP3A4%4*4 genotipli
hastalarin 3.giin, 15.giin, CsA kan diizeyleri CYP3A4*1*1 genotipli hastalardan daha
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yilksek  saptanmistir  (p=0.0001,  p=0.001). Hastalarin  aldiklar1 = dozlar
degerlendirildiginde ise CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4 ve CYP3A4*4*4 genotiplerine
sahip hastalara verilen dozlar arasinda bir fark bulunmamistir (p>0.05). CYP3A4*1*1,
CYP3A4*1*4 ve CYP3A4%*4*4 genotipli hastalarin CsA kan diizeyi/doz oranlar1 da
degerlendirilmistir. Bu genotiplere sahip hastalarin CsA kan diizeyi/doz oranlari
arasinda bir fark bulunmamistir (p>0.05) (tablo 4.24).

Tablo 4.24: CYP3A4 genotipleri ve CsA kan diizeyleri arasindaki iliski

CsA grubu (n) CYP3A4*1/*%1 (87) CYP3A4*1/%4 ICYP3A4%4/%4 (11) p
CsA ng/ml
3.giin 362.54+108.79 404.80+90.35 0.0001
15.giin 307.82+107.01 347.40£119.30 0.001
1l.ay 252.93£101.06 261.94£114.16 >0.05
3.ay 211.76£90.39 224.59493.35 >0.05
6.ay 149.94+66.02 158.13£70.54 >0.05
12.ay 141.96+61.41 155.30+42.25 >0.05
CsA mg/kg/giin
3.giin 5.15£2.00 5.17£2.00 >0.05
15.giin 4.53+1.71 4.56x1.91 >0.05
1l.ay 4.12+1.88 4.18+1.71 >0.05
3.ay 3.73+1.79 3.52+1.21 >0.05
6.ay 3.22+1.38 3.41+£1.71 >0.05
12.ay 3.08+0.99 3.37+1.16 >0.05
CsA kan diizeyi/doz
3.giin 70.39+£51.23 69.24+26.54 >0.05
15.giin 67.95+42.13 66.49+23.54 >0.05
1l.ay 61.39+12.45 62.66+23.45 >0.05
3.ay 56.77+423.45 63.80+£36.47 >0.05
6.ay 46.56+13.65 46.37+24.57 >0.05
12.ay 46.09+£12.54 46.08+12.54 >0.05

Bu tez calismasinda CYP3A4 gen polimorfizmi ile FK506 kan diizeyleri, FK506
dozlar1i, FK506 kan diizeyi/doz ile aralarindaki iliski degerlendirilmistir.
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CYP3A4*4*4 genotipli hastalarin 3.giin, 15.gilin, 1.ay, 3.ay, 6.ay ve 12. aydaki
FK506 kan diizeyleri sirasiyla 18.56+9.12 ng/ml, 15.604£6.27 ng/ml, 14.18+3.85 ng/ml,
11.5944.79 ng/ml, 10.20+2.46 ng/ml ve 10.92+3.00 ng/ml olarak bulunmustur.
CYP3A4*1*1 genotipli hastalarin ise swrasiyla 14.98+6.96 ng/ml, 15.03+5.61 ng/ml,
12.51+4.68 ng/ml, 10.93+4.76 ng/ml, 8.55£3.91 ng/ml ve 8.03+2.64 ng/ml olarak
bulunmustur. CYP3A4*4%*4 genotipine sahip hastalarin 3.giin, 3.aydaki FK506 kan
diizeyleri CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4 ve CYP3A4*1*6 genotipli hastalarin kan
diizeylerinden daha yiiksek bulunmustur (p=0.025, p=0.042) (tablo 4.25).

CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4, CYP3A4*4*4, CYP3A4*1*6 genotiplere sahip
hastalara  verilen dozlar degerlendirilmistir. CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*%4,
CYP3A4*4*4 CYP3A4*1*%6 genotipli hastalara verilen FK506 dozlar agisindan bir
fark bulunmamustir (p>0.05).

CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4, CYP3A4*4*4, CYP3A4*1*6 genotiplere sahip
hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 da degerlendirilmistir. CYP3A4*1%*]
genotipine sahip hastalarin 6.ay ve 12.aydaki FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 sirasiyla
95.00+44.57 ve 89.22+36.45 olarak bulunmustur. CYP3A4*1*4 genotipine sahip
hastalarin 6.ay ve 12.aydaki FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 ise sirasiyla 92.88+31.89 ve
91.62+30.00 olarak belirlenmistir. CYP3A4*1*1 ile CYP3A4*1*4 genotiplerine sahip
hastalarin FK506 kan diizeyi/doz arasinda bir fark saptanmamustir. CYP3A4%4*4
genotipine sahip hastalarin 6.ay ve 12.aydaki FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 sirasiyla
145.71£42.15 ve 182.00+66.21 olarak bulunmustur. CYP3A4*1*%6 genotipine sahip
hastalarin 6.ay ve 12.aydaki FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 sirasiyla 146.74+30.21 ve
116.71+21.45 olarak bulunmustur. 3.ayda ise CYP3A4*4*4 genotipli hastalarin FK506
kan diizeyi/doz orani 165.57+£55.13, CYP3A4*1*6 genotipli hastalarn FK506 kan
diizeyi/doz orami 140.85+44.69 olarak bulunmustur. CYP3A4*4*4 ve CYP3A4*1*6
genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oram1 CYP3A4*1*1 ve CYP3A4*1*4
genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/do oranindan daha yiiksek saptanmistir (p=0.04).
CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4, CYP3A4*4*4 ve CYP3A4*1*6 genotipleri sahip
hastalara verilen dozlar arasinda bir fark saptanmamis olmasina ragmen CYP3A4%4%*4
ve CYP3A4*1*6 genotipli hastalara verilen dozlarin CYP3A4*1*1, CYP3A4*1*4

genotipli hastalara verilen dozlardan daha diisiik oldugu gozlenmistir (tablo 4.25).
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Tablo 4.25: CYP3A4 gen polimorfizminin FK506 kan diizeyleri ile arasindaki iliski

FK506 grubu (n) | CYP3A4%1/%1 (83) | CYP3A4*1/*%4 (8) CYP3A4*4/%4 (3) CYP3A4*1/%6 (4) p
FK506 ng/ml
3.giin 14.98+6.96 17.35+7.28 18.56+9.12 16.02+2.94 0.025
15.giin 15.03145.61 15.29+4.51 15.60+6.27 15.46+8.01 >0.05
1l.ay 12.51+4.68 14.38+4.79 14.18+3.85 12.4242.97 >0.05
3.ay 10.93+4.76 8.10+2.74 11.59+4.79 9.86+3.64 0.042
6.ay 8.55+3.91 8.36+4.44 10.20+2.46 10.27+2.52 >0.05
12.ay 8.03+2.64 7.33+2.59 10.92+43.00 7.47+2.49 >0.05
FK506 mg/kg/giin
3.giin 0.12+0.06 0.13£0.05 0.14+0.07 0.12+0.06 >0.05
15.giin 0.11+0.09 0.11+0.06 0.13+0.08 0.11+0.08 >0.05
1l.ay 0.10+0.09 0.10+0.07 0.09+0.06 0.09+0.07 >0.05
3.ay 0.09+0.08 0.07+0.06 0.07+0.06 0.07+0.05 >0.05
6.ay 0.09+0.06 0.09+0.07 0.07+0.05 0.07+0.02 >0.05
12.ay 0.09+0.05 0.08+0.07 0.06+0.02 0.07£0.02 >0.05
Kan diizeyi/doz
3.giin 124.83+54.12 133.46+54.12 132.57+21.54 133.50+25.84 >0.05
15.giin 136.63+45.89 139.00+50.12 120.00+£34.78 140.54+44.13 >0.05
1l.ay 125.10+56.41 143.80+55.32 157.55+48.41 138.00+51.32 >0.05
3.ay 121.44+25.48 115.71434.51 165.57455.13 140.85+44.69 0.04
6.ay 95.00+44.57 92.88+31.89 145.71442.15 146.74+30.21 0.002
12.ay 89.22+36.45 91.62+30.00 182.00+£66.21 116.714£21.45 0.0001

4131 CYP2C19 VE CYP3A5 GENOTIPLERININ BIiRLIKTELiGI ILE
LANSOPRAZOLON KULLANAN VE KULLANMAYAN HASTALARDA
FK506 KAN DUZEYININ iLiSKiSi

Bu tez ¢alisgmasinda CYP2C19 ve CYP3AS genotiplerinin birlikteligi ile FK506
kan diizeyinin 1iliskisi degerlendirilmistir. Lansoprazolon ilact kullanan grupta,
CYP2C19*1*1 genotipi ve CYP3A5*1*3 genotipini birlikte sahip olan hastalarin 3.
giindeki  FK506 kan  diizeyi 17.06£8.36 ng/ml  olarak  bulunmustur.
CYP2C19*1*1/CYP3AS5*1*1 ve CYP2C19*1*1/CYP3A5*3*3 genotiplerine birlikte
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sahip olan hastalarin 3.giindeki FK506 kan diizeyi ise sirasiyla 15.54+7.26 ng/ml,
15.20+4.64 ng/ml olarak bulunmustur. CYP2C19*1*1/CYP3A5*1*3 genotipli
hastalarm  FK506  kan  diizeyleri  CYP2C19*1*1/  CYP3A5*1*1 ve
CYP2C19*1*1/CYP3A5*3*3 genotipli hastalarin FK506 kan diizeylerinden daha
yiiksek saptanmustir (p=0.0001) (tablo 26). CYP2C19*1*2/CYP3A5*3*3 genotiplerine
birlikte sahip olan hastalarin 1.ay ve 3.aydaki FK506 kan diizeyi sirasiyla 17.30+5.69
ng/ml, 13.20+£2.69 ng/ml olarak bulunmustur. CYP2C19*1*2/CYP3A5*1*3 ve
CYP2C19*1*2/CYP3A5*1*1 genotiplerinin 1.ayda FKS506 kan diizeyleri ise sirasiyla
14.22+4.37 ng/ml ve 10.55+2.33 ng/ml olarak bulunmustur. 3. ayda ise 10.67+6.38
ng/ml ve 7.40+1.41 ng/ml olarak saptanmustir. CYP2C19*1%2/ CYP3A5*3*3 genotipli
hastalarin FK506 kan diizeyleri CYP2C19*1*2/CYP3AS5*1*3 ve
CYP2C19*1*1/CYP3A5*1*1 genotipli hastalarin FK506 kan diizeylerinden daha
yiiksek saptanmistir (p=0.0001,p=0.006) (tablo 26). Lansoprazolon kullanmayan grupta
ise bu genotiplerin birlikteligi ile FK506 kan diizeylerini degerlendirdigimizde 3.giin,
15.giin, 1l.ay, 3.ay, 6.ay ve 12.ayda FK506 kan diizeyleri ile, genotipler arasinda bir
farklilik tespit edilmemistir (tablo 26).

Tablo 4.26: Lansoprazolon kullanan ve kullanmayan hasta grubunda CYP2C19 ve
CYP3AS genotip gruplarinin birlikteliginin FK506’nin kan diizeyi ile iliskisi

CYP2C19%1%1 CYP2C19%1%2 CYP2C19%2%2
w1 #]%3 ERER] w1 %3 ERER] w1 %3 ERER]
Lansoprazolon | 19 16 2 2 4 2 2
(n)
(+)
FK506 ng/ml
3.giin 15.54+7.26 ‘17.06t8.36 ‘15.20t4.64 15.90+2.69 ‘17.07t8.19 ‘15.004;3.21 11.20+3.64
P=0.0001 p>0.05
15.giin 15.045.20 ‘13.454;4.51 ‘13.05t6.99 10.20+3.95 ‘13.224;2.49 ‘12.204;3.21 15.00+4.69
p>0.05 p>0.05
Lay 12.88+1.85 ‘12.5&5.28 ‘15.65t4.23 10.55+2.33 ‘14.224;4.37 ‘17.30t5.69 13.00+4.56
p>0.05 P=0.0001
3.ay 10.2444.49 ‘10.05t4.28 ‘9.054;4.73 7.401.41 ‘10.67t6.38 ‘13.20t2.69 10.98+5.46
p>0.05 P=0.006
6.ay 8.74+4.24 ‘9.0&3.84 ‘7.65t3.75 12.1520.49 ‘10.024;10.29 ‘10.30t4.69 9.45+2.69
p>0.05 p>0.05
12.ay 8.75+2.53 ‘9.04t2.18 ‘7.60t2.51 11.10£1.27 ‘8.7&2.49 ‘9.204;2.45 8.30+4.56
p>0.05 p>0.05
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Tablo 4.26.devamm: Lansoprazolon kullanan ve kullanmayan hasta grubunda

CYP2C19 ve CYP3AS genotip gruplarimin birlikteliginin FK506’nin kan diizeyi ile

iliskisi

Lansoprazolon | 81 84 98 98 96 98 98

(n)

)

FK506 ng/ml

3.giin 15.7247.11 ‘15.44t6.91 ‘15.794;7.15 15.70+7.21 ‘15.64t7.13 ‘15.75t7.16 15.7127.17
p>0.05 p>0.05

15.giin 15.1945.77 ‘15.47t5.83 ‘15.094;5.45 15.2545.67 ‘15.024;5.73 ‘15.134;5.70 15.1845.69
p>0.05 p>0.05

Lay 13.33+4.81 ‘12.96t4.39 ‘12.834;4.52 12.94+4.55 ‘12.834;4.54 ‘12.8%4.54 12.8444.52
p>0.05 p>0.05

3.ay 10.58+4.59 ‘10.634;4.64 ‘10.57t4.58 10.60+4.59 ‘10.534;4.52 ‘10.6%4.55 10.5144.58
p>0.05 p>0.05

6.ay 8.78+3.68 ‘8.77t3.78 ‘8.84t3.78 8.7243.75 ‘8.76t3.37 ‘8.85t3.77 8.82+3.79
p>0.05 p>0.05

12.ay 8.16£2.83 ‘8.08t2.88 ‘8.3&2.74 8.11£2.77 ‘8.2&2.84 ‘8.234;2.78 8.3042.78
p>0.05 p>0.05

MDR-1 gen C3435T ve G2677T polimorfizmi ile CsA kan diizeyleri arasindaki
iliski degerlendirilmistir. C3435T polimorfizmine ait TT genotipine sahip hastalarin
12.aydaki CsA kan diizeyi 171.50+63.29 ng/ml, CT genotipine sahip hastalarin CsA kan
diizeyleri 149.33+58.53 ng/ml ve CC genotipini tasiyan hastalarin CsA kan diizeyleri
ise 135.94+65.41ng/ml olarak saptanmistir. 12.ayda TT genotipli hastalarmn CsA kan
diizeyleri CT ve CC genotipli hastalarin kan diizeyinden daha yiiksek bulunmustur
(p=0.02). C3435T polimorfizmine ait TT genotipi olan hastalara verilen doz, CsA kan
diizeyi/doz oranlarmna bakildigr zaman CC ve CT genotipli hastalarin doz, CsA kan
diizeyi/doz oranlar1 ile aralarinda bir fark bulunmamstir (p>0.05). G2677T
polimorfizmine ait TT genotipli hastalarin 12.aydaki CsA kan diizeyi 164.38+59.64
ng/ml, GT genotipli hastalarmm CsA kan diizeyi 141.71+62.31 ng/ml ve GG genotipli
hastalarin CsA kan diizeyi 136.90+67.06 ng/ml olarak bulunmustur. 12.ayda TT
genotipli hastalarm CsA kan diizeyi GG ve GT genotipli hastalarin CsA kan
diizeylerinden daha yiiksek bulunmustur (p=0.048). 12.ayda TT genotipli hastalarin
CsA kan diizeyi/doz oran1 57.67+40.11 ng/ml, GT genotpli hastalarm CsA kan
diizeyi/doz oran1 38.93+09.12 ng/ml ve GG genotipli hastalarin CsA kan diizeyi/doz
orani ise 35.28+12.32 ng/ml olarak bulunmustur. TT genotipli hastalarin CsA kan
diizeyi/doz orant GT, GG genotipli hastalardan daha yiiksek ve TT genotipli hastalar
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verilen dozlar ise daha diisiik bulunmustur (p=0.004) (tablo 4.27). G2677T genotipleri

ile dozlar arasinda iligkiye bakildiginda, 12.ayda TT genotipine sahip hastalara verilen

dozlar GT ve GG genotipli hastalara verilen dozlardan daha diisiik bulunmustur

(p=0.048). nakil sonrasi 3.giin, 15.giin, l.ay, 3.ay, 6.ayda C3435T ve G2677T

genotipleri ile CsA kan diizeyleri, verilen dozlar, CsA kan diizeyi/dozlar arasinda bir

faklilik saptanmamustir (tablo 4.27).

Tablo 4.27: MDR-1 gen polimorfizminin CsA kan diizeyleri ile arasindaki iliski

CsA grubu

@ CC (48) CT (28) TT (24) p GG (50) GT (31) TT (19) p
CsA ng/ml

3.glin 374.00+£99.89 370.39+104.32| 357.21£122.84 | >0.05 |[362.61+114.87 339.22+98.83 360.61+102.25 | >0.05
15.giin 303.02+103.77 299.57+103.67|294.71£115.46 | >0.05 |302.96+111.88 295.07+91.34 302.59+113.85 | >0.05
1. ay 250.00+100.85 235.43+106.65| 237.08+99.83 >0.05 |254.43+£99.47 255.18+103.22 [ 241.41+117.04 | >0.05
3.y 232.58+100.30 208.04+89.64 | 207.54+85.93 >0.05 |212.96+80.09 217.37+93.38 245.58+132.61 | >0.05
6.ay 168.95+69.42 178.61+87.77 | 158.04+£36.78 >0.05 | 171.85+65.37 168.07+89.40 157.17+41.32 >0.05
12.ay 135.94+65.41 149.33+58.53 | 171.50+63.29 0.02 136.90+67.06 141.71+62.31 164.38+59.64 0.048
CsA mg/kg/giin

3.glin 5.16+1.98 5.24+1.86 4.83£1.96 >0.05 |4.93£1.96 5.48+2.01 5.09+1.74 >0.05
15.giin 4.66£1.90 4.52+1.83 4.23£1.67 >0.05 |4.50£1.83 4.62£1.73 4.43£1.69 >0.05
1. ay 4.08+1.77 4.08+1.92 4.11£1.69 >0.05 |4.08+1.84 4.23£1.74 3.88+1.71 >0.05
3.y 3.59+1.60 3.83+1.99 3.61x1.15 >0.05 |3.69£1.82 3.65+1.38 3.58+1.29 >0.05
6.ay 3.19+1.41 3.48+1.71 3.13+1.09 >0.05 |3.27£1.35 3.45+1.85 2.94+0.77 >0.05
12.ay 2.94+0.92 3.18+1.16 3.45+1.14 >0.05 | 3.88+0.69 3.64+1.34 2.85+0.95 0.05
Kan diizeyi/doz

3.glin 58.72+45.12 66.27+25.45 | 69.67+15.64 >0.05 | 69.45£25.45 65.56+21.21 70.84+39.45 >0.05
15.giin 65.02+£25.42 57.70+15.65 |57.68+21.45 >0.05 | 67.32426.65 63.85+23.65 68.8+29.54 >0.05
1. ay 61.27+23.56 54.31+14.74 | 57.49+£23.25 >0.05 |62.36+16.98 60.32+21.54 62.21+27.84 >0.05
3.y 64.78+23.65 51.32+15.56 | 47.29+15.56 >0.05 |57.71£21.12 59.55+19.54 68.59+34.87 >0.05
6.ay 52.96+12.51 49.95423.32 | 50.49+12.31 >0.05 |52.55+13.65 48.71£11.21 53.45+35.94 >0.05
12.ay 46.23+13.54 52.26+21.15 | 49.84+12.54 >0.05 | 35.28+12.32 38.93+09.12 57.67+40.11 0.004

MDR-1 gen C3435T, G2677T polimorfizmi ile FK506 kan diizeyleri, verilen

dozlar, FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 arasindaki iliski degerlendirilmistir. Nakil

sonrast FK506 kullanan hastalarin G2677T gen polimorfizmine ait genotiplerin, FK506

doz gereksinimleri, kan diizeyleri ile arasinda anlamli bir iligki bulunamamaigstir (p>0.05)
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(tablo 4.28). C3435T gen polimorfizmine ait genotipler ile bu paremetreleri
inceledigimizde, CC genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/doz orani 3.giin ve
15.glinlerde CT ve TT genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranindan daha diisiik
bulunmugtur. CC genotipli hastalarm 3. giindeki FK506 kan diizeyi/doz orani
118.76+41.21, CT genotipli hastalarin oranm1 FK506 kan diizeyi/doz oran1 126.83+51.12,
TT genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oran1 153.81+35.65 olarak bulunmustur.
3.glinde CC genotipli hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 CT ve TT genotipli
hastalarin kan diizeyi/doz oranlarinda daha diisiik bulunmustur (p=0.002). CC genotipli
hastalarin 15. giindeki FK506 kan diizyi/doz oram 112.53£32.51, CT genotipli
hastalarin oram1 FK506 kan diizeyi/doz orami 144.27+50.21, TT genotipli hastalarin
FK506 kan diizeyi/doz oran1 151.10+41.28 olarak bulunmustur. 15.giinde CC genotipli
hastalarin FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 CT ve TT genotipli hastalarin kan diizeyi/doz
oranlarinda daha diisiik bulunmustur (p=0.002). 3.giin ve 15.giinlerdeki hastalarin
FK506 kan diizeyleri ve hastalara verilen dozlara baktigimizda CC genotipli hastalara
daha yiiksek dozlar verilmistir ve kan diizeyleri CT ve TT genotipli hastalardan daha
diisiiktiir ama kan diizeyleri ve dozlar acisindan genotipler arasinda bir farklilik
saptanmamustir (tablo 4.28).

Tablo 4.28: MDR-1 gen polimorfizminin FK506 kan diizeyleri ile arasindaki iliski

FK506 grubu

@ CC (44) CT 33) TT (23) p GG (40) GT (36) TT (24) p
FK506 ng/ml

3.giin 15.44+7.29 15.2246.93 16.92+7.33 >0.05 15.96+6.95 16.51+6.89 14.82+8.14 >0.05
15.giin 14.63+£5.78 15.87+6.07 15.11+4.96 >0.05 15.104£5.76 15.78+5.73 13.64+5.30 >0.05
1. ay 13.21+4.99 13.28+4.08 11.74+4.15 >0.05 12.5545.33 13.87+£3.31 11.33+4.34 >0.05
3.ay 10.43+4.56 10.67+4.82 10.57+4.52 >0.05 10.68+4.87 10.43+3.81 10.43+£5.71 >0.05
6.ay 8.65+3.63 9.12+4.21 8.71+3.48 >0.05 8.88+3.79 8.76+3.29 8.81+5.03 >0.05
12.ay 8.68+2.83 7.39£2.21 8.70+3.35 >0.05 8.69+2.82 7.77£2.95 8.35+2.28 >0.05
FK506 mg/kg/giin

3.giin 0.13+0.08 0.12+0.06 0.11+0.05 >0.05 0.12+0.09 0.13+0.06 0.12+0.08 >0.05
15.giin 0.12+0.11 0.11+0.06 0.10+0.05 >0.05 0.11+0.07 0.11+0.06 0.10+0.07 >0.05
1. ay 0.12+0.11 0.10+0.05 0.09+0.06 >0.05 0.10+0.09 0.10+0.05 0.10+0.07 >0.05
3.ay 0.09+0.10 0.08+0.04 0.08+0.07 >0.05 0.09+0.07 0.08+0.05 0.10+0.07 >0.05
6.ay 0.09+0.07 0.08+0.07 0.08+0.06 >0.05 0.08+0.06 0.08+0.06 0.10+£0.06 >0.05
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Tablo 4.28.devami: MDR-1 gen polimorfizminin FK506 kan diizeyleri ile
arasindaki iliski

12.ay 0.09+0.07 0.07+0.06 0.07+0.04 >0.05 0.07+0.06 0.08+0.05 0.09+0.06 >0.05
Kan diizeyi/doz

3.giin 118.76+41.21 126.83+51.12 | 153.81+35.65 |0.002 133.00£45.69 | 127.00£41.02 | 119.00£42.36 | >0.05
15.giin 112.53+32.51 144.27+50.21 151.10£41.28 | 0.002 137.27+38.51 143.45+49.54 | 136.40+50.88 | >0.05
1. ay 119.08+29.54 | 132.80+45.61 130.04+24.08 | >0.05 125.50+£35.46 | 138.70+£38.69 | 113.30+41.36 | >0.05
3.ay 119.03+32.65 133.37+42.51 132.12+32.65 | >0.05 118.66+24.89 | 130.77+50.11 104.30+41.56 | >0.05
6.ay 96.11+31.02 114.00£23.51 108.87+24.59 | >0.05 111.00£42.08 | 109.50+£30.28 | 88.10+20.22 >0.05
12.ay 96.44+30.09 105.57+£23.41 124.82+29.65 | >0.05 124.14+50.33 | 97.12+32.12 92.70+29.84 >0.05

4.1.4. CYP3A5 GEN POLIMORFIZMININ iKi ILAC GRUBU ARASINDA
REJEKSIYON TiPLERI ILE iLiSKiSi

CYP3AS gen polimorfizminin iki ila¢ grubu arasinda akut rejeksiyon ile iligkisi
degerlendirilmistir. CsA kullanan 100 hastadan akut rejeksiyon ge¢irmis 11 (% 11.0)
hastanin 7 (% 7.0)’si CYP3AS5*1*1, 3 hasta (% 3.0) CYP3A5*1*3 ve 1 hasta (% 1.0)
CYP3A5*3*3 genotipine sahiptir. FK506 kullanan 100 hastadan akut rejeksiyon
gecirmis 22 (% 22.0) hastadan 9 (% 9.0)’u CYP3A5*1*1 genotipine, 8 (% 8.0) hasta
CYP3A5*1*3 ve 5 (% 5.0) hasta CYP3A5*3*3 genotipine sahiptir (tablo 4.29). FK506
kullanan grup i¢inde genotip ve akut rejeksiyona bakildiginda, CYP3AS5*1*1 genotipine
sahip hastalarin akut rejeksiyon orami (%9.0) CYP3A5*1*3 ve CYP3A5%3*3
genotipine sahip hastalarin akut rejeksiyon gecirme oranlarinda daha fazla bulunmustur
fakat aradaki fark anlamli degildir (p>0.05) (tablo 4.29). CsA kullanan grup i¢inde
genotip ve akut rejeksiyona bakildiginda, CYP3AS5*1*1 genotipine sahip hastalarin akut
rejeksiyon oram1 (% 7.0) CYP3A5*3*3 genotipine sahip hastalarin akut rejeksiyon

gecirme oranindan (% 1.0) daha fazla bulunmus olup istatistiksel acidan bu fark anlaml

cikmustir (p=0.002) (tablo 4.29).



Tablo 4.29:

iki

polimorfizminin sikhg:
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ilac grubu arasinda akut rejeksiyon ve CYP3AS gen

CsA grubu (n:100) (%100) FK506 grubu (n:100) (% 100)

Akut rejeksiyon (+) Akut rejeksiyon (-) Akut rejeksiyon | Akut rejeksiyon (-)

(m) (%) (m) (%) (+) (m) (%)

(m) (%)

CYP3A5*1*1 7 (% 17.0) 48 (%48.0) 9 (% 9.0) 38 (%38.0)
CYP3A5%1*3 3 (% 3.0) 35 (% 35.0) 8 (% 8.0) 33 (% 33.0)
CYP3A5%3*3 1(%1.0) 6 (% 6.0) 5 (% 5.0) 7 (% 17.0)
Toplam 11 (% 11.0) 89 (% 89.0) 22 (% 22.0) 78 (% 78.0)
p 0.002 >0.05

CYP3AS gen polimorfizminin iki ilag grubu arasinda kronik rejeksiyon ile
iliskisi degerlendirilmistir. CsA kullanan hastalardan kronik rejeksiyon gecirmis 13
hastanin 8 (% 8.0)’t CYP3A5*1*1, 3 hasta (% 3.0) CYP3A5*1*3 ve 3 hasta (% 3.0)
CYP3A5*3*3 genotipine sahiptir. FK506 kullanan hastalardan kronik rejeksiyon
gecirmis 3 hastadan 2 (% 2.0)’si CYP3AS5*1*1, 1 hasta (% 1.0) CYP3A5*1*3
genotipine sahiptir (tablo 4.30).

Tablo 4.30: iki ilac grubu arasinda kronik rejeksiyon ve CYP3A5 gen

polimorfizminin sikhg:

CsA grubu FK506 grubu P

Kronik Kronik Kronik Kronik

rejeksiyon (+)
(m) (%)

rejeksiyon (-)
() (%)

rejeksiyon (+)
(m) (%)

rejeksiyon (-)
(m) (%)

CYP3A5%1*1 8 (% 8.0) 47(% 47.0) 2 (% 2.0) 45 (% 45.0) >0.05
CYP3A5%1*3 3 (% 3.0) 35 (% 35.0) 1(% 1.0) 40 (% 40.0) >0.05
CYP3A5%3*3 3 (% 3.0) 4 (% 4.0) 12 (% 12.0) >0.05
Toplam 13 (% 13.0) 87 (% 87.0) 3 (% 3.0) 97 (% 97.0)

p >0.05 >0.05

4.1.5. CYP3A5 GEN POLIMORFIZMININ HASTALIK ETYOLOJISi iLE
ARASINDAKI ILiSKiSI

SDBY’ne girmis ve bobrek nakli olmus hastalarm primer tanilar1 CYP3AS gen
polimorfizmi ile degerlendirilmistir. CYP3AS5*3*3 genotipine sahip hasta sayis1 yeterli
mutant mutantlari

olmadig1 ve

(CYP3A5*1*3/CYP3A5%3*3) bir araya getirerek karsilastirildi. Primer tanilar ve

icin heterozigot homozigot

genotipler arasinda bir fark bulunmamistir (tablo 4.31).



Tablo 4.31: Hastalik etyolojisi ve CYP3AS gen polimorfizmi iliskisi

Primer tam CYP3A5*1/*%1 (102) CYP3A5*1/*3 /CYP3A5*3/%3 (98)

Primer nefroskleroz (%)

11 (% 5.5) 10 (% 5.0) >0.05
Amiloidoz (%)

6 (% 3.0) 11 (% 5.5) >0.05
Kronik Glomerulonefrit (%)

31 (% 15.5) 23 (% 11.5) >0.05
Tubulointersisyel Nefrit (%)

20 (% 10.0) 26 (% 13.0) >0.05
Diyabetik Nefropati (%)

5(% 2.5) 3(% 1.5) >0.05
Bilinmiyor (%) 29 (% 14.5) 25 (% 12.5) >0.05
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4.1.6. CYP3A5, CYP3A4, MDR-1 GEN POLIMORFiZMININ KREATININ
DUZEYLERI iLE ARASINDAKI ILiSKIiSi

CYP3AS5, CYP3A4 gen polimorfizmi ile

hastalarin  kreatinin diizeyleri

degerlendirilmistir. Nakil sonrasi ilk bir yil icinde CYP3AS gen polimorfizmine ait

genotipler ile kreatinin diizeyleri arasinda bir fark bulunmamistir (p>0.05) (tablo 4.32).

CYP3A4 mutant genotip sayilar1 az oldugu i¢in degerlendirilememistir.

Tablo 4.32: CYP3AS gen polimorfizminin kreatinin diizeyleri diizeyleri ile iliskisi

CYP3A5%1%*1 (102) CYP3A5*1*3 (79) CYP3A5%3*%3 (19) |p

Kreatinin mg/dL

3.giin 1.38+0.59 1.35£0.51 1.39+0.60 >0.05
15.giin 1.31+0.32 1.34+0.42 1.26+0.39 >0.05
1. ay 1.39+0.38 1.41+0.39 1.33£0.37 >0.05
3.ay 1.36+0.36 1.38+0.41 1.34+0.41 >0.05
6.ay 1.36+0.33 1.40+0.47 1.30+£0.34 >0.05
12.ay 1.38+0.33 1.27+0.30 1.28+0.22 >0.05




115

MDR-1 C3435T ve G2677T gen polimorfizmi ile hastalarin kreatinin diizeyleri
degerlendirilmistir. Nakil sonrasi ilk bir yil iginde C3435T gen polimorfizmine ait
genotipler ile kreatinin diizeyleri arasida bir fark bulunmamustir (p>0.05) (tablo 4.33).

Tablo 4.33: MDR-1 gen polimorfizminin kreatinin diizeyleri ile arasindaki iliskisi

C3435T CC (92) C3435T CT (61) C3435T TT (47) p
Kreatinin mg/dL
3.giin 1.32+0.56 1.42+0.67 1.40+£0.41 >0.05
15.giin 1.31+0.39 1.27+0.35 1.31+0.37 >0.05
1. ay 1.38+0.36 1.36+0.38 1.46+0.41 >0.05
3.ay 1.36+0.42 1.37+£0.38 1.44+0.36 >0.05
6.ay 1.39+0.44 1.32+0.34 1.40+0.38 >0.05
12.ay 1.23+£1.48 1.25+£0.32 1.35£0.38 >0.05

G2677T GG (90) G2677T GT (67) G2677T TT (43) p
Kreatinin mg/dL
3.giin 1.33£0.49 1.41+0.73 1.41+0.37 >0.05
15.giin 1.31+0.33 1.29+0.41 1.39+0.42 >0.05
1. ay 1.39+0.36 1.35£0.37 1.49+0.46 >0.05
3.ay 1.39+0.37 1.33+0.38 1.43+0.48 >0.05
6.ay 1.35£0.29 1.31+0.37 1.54+0.62 >0.05
12.ay 1.31+0.32 1.21+0.30 1.38+1.11 >0.05
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S. TARTISMA

KBY, kronik seyirli bobrek hastaliklarinda, ilerleyici nefron kaybi sonucunda
bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan, GFR’nin kalic1 azalmasi ile kendini
gosteren bir tablodur. Bobrek fonksiyon kaybi kritik bir diizeyi astiginda altta yatan
sebebin giderilmesi, cogu kez hastaligin ilerlemesini engelleyememektedir (3,4). SDBY
gelisen hasta sayisi diinyada ve iilkemizde giderek artmaktadir (2). SDBY gelisen
hastalarda bobrek replasman tedavilerinden birini uygulamak gerekmektedir (7,8).
Bobrek nakli, SDBY hastalarinin hayat kalitesinde onemli olumlu degisiklikler saglayan
en seckin tedavi yontemi olarak bilinmektedir (3). Basarili bir nakil, siirekli diyaliz
uygulamasinin ve buna bagh olarak bir¢cok sorunun bitmesini, sosyal hayata daha rahat
ve etkili bir katilim saglayabilmektedir. Bununla birlikte nakil sonrasi immiinsupresif
ila¢ kullanma zorunluluguna baglh olarak akut ve kronik rejeksiyon sonucu graftin
kaybedilmesi, enfeksiyon, tiimor olusumu, ilac¢ toksisitesi gibi istenmeyen yan etkiler
nakil sonras1 ugrasilmasi gereken erken ve ge¢ donem komplikasyonlardir. Giiniimiizde
immiinsupresif tedavi protokollerindeki gelismelere ragmen bircok hasta bu
komplikasyonlarla kars1 karsiya kalmaktadir. Bunun yani sira kullanilmaya baslanan
yeni ilaclarin yan etkileri, graft siirvi ile ilgili verileri halen ¢ok iyi bilinmemektedir. Bu
sorunlarm en aza indirilmesi i¢in nakil 6ncesi yapilan immiinolojik testler onem kazan
maktadir. Tim bu sorunlarin sik yasanmasi1 0zellikle rejeksiyon riskini dngorebilen
immiinolojik testlerin eksikligi ile iliskilendirilebilir (156).

SDBY gelisiminde diyabetik nefropati, kronik glomerulonefrit, primer
nefroskleroz, amiloidoz, tubulointersisyel nefrit ve sebebi bilinmeyen nedenler gibi pek
cok primer nedeni vardir (7,8). Bu nedenlerin siklig iilkelere gore degismekle birlikte,
tilkemizde diyabetik nefropati SDBY hastalarinin primer tanilarin sikliginda basta yer
almaktadir (156). Buna paralel olarak bu tez caligmasma dahil edilen 200 SDBY
hastasindan 54 (% 27.0) hastada etyolojisi bilinmeyen SDBY’de ilk siralarda
bulunmustur. Ayrica CsA kullanan grupta (% 34.0) FK506 kullanan gruba (% 20.0)
gore etyolojisi bilinmeyen SDBY daha yiiksek bulunmustur (p=0.034).

TND 2007 verilerine gore, SDBY hastalarmin % 75.7°si HD ile tedavi
olmaktadir (9). Bu tez calismasinda da bu verilerle uyumlu olarak, nakil Oncesi

donemde hastalarin % 79.5’inin HD ile tedavi edildigi saptanmustir.
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Morales JM., ile Kasiske BL. ve arkadaslariin yaptiklar1 ayr1 caligmalarda nakil
Oncesi diyabeti olmayan hastalarda steroid ve kalsindrin inhibitorii kullanimina baglh
nakil sonras1 diyabetes mellitus gelisimi %10 oraninda oldugu bildirilmistir (157,158).
Ozellikle nakil sonrasi diabetes mellitus gelisimi FK506 kullanan hastalarda daha sik
rastlanan bir komplikasyondur. Kalsindrin inhibitorleri pankreas adaciklarma toksik
etkiye sahiptirler (157). Bu etki FK506 da daha belirgin goriilmektedir. Etyolojisinde
diyabetik nefropati bulunan hastalara immiinsupresif tedavi protokollerinde CsA
kullanimi1 tercih edilmektedir (157,158). Yapilan bu caligmalarla uyumlu olarak bu
calismada da etyolojisinde diyabetik nefropati bulunan hasta grubu CsA grubunda (%
6.0) FK506 grubuna (% 2.0) gore anlaml olarak yiiksek saptanmistir (p=0.006).

TND’nin 2008 yili icinde canli vericiden yapilan nakillerin %34.9’u anneden,
%19.5’1 esten, %14.8’1 babadan yapildig1 bildirilmistir (9). Bu tez ¢calismasinda da TND
‘nin verileri ile uyumlu olarak, 200 kisilik hasta grubundan 76 (% 38.0)’nin anneden
nakil oldugu, % 20.5 oraninda baba ve kardesten, % 12.5 ise esten nakil oldugu
bilgisine ulasiimistir.

Bobrek nakillerinde yiiksek derecede polimorfik olan HLA antijenleri 6nemli bir
engel teskil etmektedir. Bobrek naklinin klinik olarak uygulanmasinin ilk yillarindan bu
yana HLA uyumunun belirlenmesi hem graft hem de hasta sagkaliminda onemli etkisi
oldugu belirlenmistir. Hem HLA’nin cok polimorfik bir yapiya sahip olmasi hem de
hiicresel ve hiimoral immiinitede rol oynamasi yoniinden HLA uyumunun tanimlanmasi
onem tasimaktadir. Son yillarda immiinsupresif ilaclarin etkinliginin artmasi bobrek
naklinde HLA uyumunun gerekli olup olmadig: ile ilgili pek ¢ok tartigmaya neden
olmustur. Giicli immiinsiipresyon, bobrek nakli sonuglarmi anlamli derecede
tyilestirmistir (159). TND verilerine gore iilkemizde 2007 yilinda yapilan bobrek
nakillerinin % 37.1°1 en az 1A1B1DR uyumlu iken, HLA uyumunun olmadig1 nakil
orant % 2.7°dir (9). TND verilerine gore ise tiirk toplumunda 2008 y1l1 igerisinde canli
vericiden nakil olan hastalarin biiyilk bir ¢cogunlugu HLA uyumlu vericiden nakil
olurken sadece % 6.5 oraninda HLA uyumsuz nakil yapilmistir (9). Bu tez caligmasinda
da buna paralel olarak 200 hastaya ve vericisine nakil Oncesi yapilan HLA
tanimlanmasinda, hastalarm % 85.0’inde HLA uyumu 1iyi olan vericilerden nakil
olmuslardir. Hastalarin % 15.0’inde ise hasta ve vericisi arasinda daha az HLA uyumu

vardir.
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Kan transfiizyonlari, gebelikler ve rejeksiyonlar sonrasinda anti-HLA antikorlar1
olusabilmektedir. Bu olusum bireyden bireye farklilik gostermektedir. Sensitizasyon
sonrast sinif I, sinif I veya hem sinif I hem de smif II HLA antikorlar1 gelisebilmektedir
(160, 161). Smuf I ve smif II HLA antikorlari, farkli hiicreleri aktive ederek, immiin
cevabr baslatmakta ve rejeksiyona katkida bulunmaktadir. Nakil Oncesi donemde
duyarli hale gelmeyen (kan transfiizyonlari, gebelik v.b.) hastalarda bile hastanin
gecmisinde yasadigi duyarlilik nedeni ile olusan hafiza B hiicrelerinin tekrar aktif hale
gelmesi, nakil sonrasi erken giinlerde HLA antikor iiretimini kolaylastirabilecegi
belirtilmektedir (162). Daha Onceki caligsmalarda nakil sonrasi birinci ayda olusan
DSA’larin veya DSA olmayan anti-HLA antikorlarin graft sag kalimmm etkiledigi ile
ilgili sonuclar bildirilmistir. Bu mekanizmanin ni¢in ve nasil oldugu tam olarak
bilinmemekle birlikte; hasta, kan transfiizyonlari, gebelikler v.b. nedenlerle duyarli hale
geldigi antijenik epitoplara benzeyen epitoplarla tekrar karsilastiginda, T hiicre
cevabmin olustugu diisiiniilmektedir (162,163,164). Bu tez calismasinda yer alan
hastalardan 99 (% 49.5)’u nakil Oncesi donemde kan transfiizyonu, gebelik gibi
nedenlerle sensitize olmuslardir. Sensitize olaylar1 transfiizyon ve gebelik nedeniyle
CsA grubunda % 46, FK506 grubunda % 53 oranlarindadir. 200 hastadan % 5.5’inde
anti-HLA antikoru vardir. Nakil Oncesi sensitize olup anti-HLA antikoru bulunmayan
hastalarin, nakil sonrasinda hastanin ge¢misinde yasadigi duyarlilik nedeni ile olusan
hafiza B hiicrelerinin tekrar aktif hale gelmesi, nakil sonrasi erken giinlerde HLA
antikor tiretimini kolaylastirabilecegini diisiinmekteyiz. Bu tez caligmasina dahil edilen
hastalarda mevcut olan bu anti-HLA antikorlar1 DSA olmadigi icin nakile bir engel
olusturmamistir ve nakil olmuslardir.

Tedavi protokollerinde kalsindrin inhibitorleriyle beraber basta kortikosteroid ve
aza veya kortikosteroid ve MMF/MYF olmak {iizere bircok ilag ii¢’lii kombinasyon
seklinde immiinsiipresif tedavi icin kullamlmaktadir (165). Calismanuzda; Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastahiklar1 Anabilim Dali Nefroloji Bilim Dal1
tarafindan izlenen bobrek nakilli hastalara uygulanmis immiinsiipresif tedavi
protokollerinden CsA bazl tedavi olarak, hastalarin % 20.0’sine CsA+ Aza+ steroid, %
66.0’sna  CsA+MMF+steroid ve % 14.0’tine CsA+MYF+steroid protokolleri
uygulanmistir. FK506 bazli tedavi olarak ise % 9.0’una FK506+Aza+ steroid, %
59.0’una FK506+MMF+steroid ve % 32.0’sine FK506+MYF+steroid protokolleri

uygulanmustir. Her nakil merkezi hastalarina en uygun tedavi protokoliinii uygulamaya
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calismaktadir. Bu ylizden her merkezin uyguladigi immiinsupresif tedavi protokolleri
arasinda farkliliklar olmaktadir.

Akut rejeksiyon transplantasyon sonrast birinci haftadan itibaren T hiicre
aktivasyonuyla olusan hiicresel bir reddir. Basarili bir bobrek nakli sonrasi graft
sagkalimini etkileyen faktorlerden biri yeterli immiinsupresif tedavinin olmasidir. CsA
ve FK506’nin oldugu immiinsupresif tedavi protokollerinin akut rejeksiyon oranlarmi
azalttigr  kanitlanmistir (166,167). Immiinsupresif tedaviden beklenen en Onemli
etkinlik, akut rejeksiyonunu onlenmesi, ila¢ yan etkilerini azaltarak ila¢ etkinligindeki
artis ve graft fonksiyonlarini korumaktir. Dietl KH ile Wayman MR ve arkadaslarmin
ayr1 olarak yaptiklar1 retrospektif caligmalarda FK506 kullanan hastalarda akut
rejeksiyon sikliginin daha az goriildiigi bildirilmistir (168,169). Bunun yani sira Abou-
Jaoude MM. ve arkadaslarmin yaptiklar1 randomize bir ¢alismada akut rejeksiyon
siklig1 acisindan her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasada
FK506 kullanan grupta (% 20) CsA kullanan gruba (% 7.4) gore daha cok sayida akut
rejeksiyon goriilmiistiir (170). Ayrica, steroide direngli akut rejeksiyon sikligr anlaml
olarak FK506 grubunda daha sik bulunmustur (170). Kronik rejeksiyonun immiinolojik
ve non immiinolojik cesitli sebepleri oldugu bilinmektedir. Kronik allograft nefropatisi
icin risk faktorleri; gecirilmis akut redler, enfeksiyonlar (6zellikle endotel hiicrelerini
invaze eden CMV), HLA doku uyumu, hipertansiyon, hiperlipidemi, diabetes mellitus
ve ila¢ nefrotoksisitesidir (171). TND 2008 yilinda 1065 bobrek nakli yapilmis
hastalarin 169’unda (%15.9) ilk alt1 ayda akut rejeksiyon goriildiigiinii bildirmistir (9).
Bu tez caligmasina alinan aldigimiz 200 hastadan % 24.5°1 rejeksiyon gec¢irmistir. Bu
hastalardan % 16.5’1 akut rejeksiyon, % 8.0’1 ise kronik rejeksiyon gecirmistir.
Rejeksiyon tipine gore degerlendirildiginde, CsA kullanan ve rejeksiyonlu 24 hastadan
% 5.5°1 akut rejeksiyon, % 6.5°1 kronik rejeksiyon gecirmistir. FK506 kullanan grupta
ise 25 rejeksiyonlu hastadan % 11.0’1 akut rejeksiyon, % 1.5°1 kronik rejeksiyon
gecirmistir. Bu tez calismasinda da Abou-Jaoude MM. ve arkadaslarinin calismasina
uyumlu olarak iki ila¢ grubu akut rejeksiyon siklig1 a¢isindan karsilastirildiginda FK506
kullanan grupta daha yiiksek akut rejeksiyon orami goriilmiistiir (p=0.036). Iki grup
kronik rejeksiyon siklig1 acisindan karsilastirildiginda CsA kullanan grupta daha yiiksek
kronik rejeksiyon orani goriilmiistiir (p=0.016). Bu tez calismasinda elde edilen
sonuglarla iki ila¢ grubu arasinda rejeksiyon oranlarinm Dietl KH. ile Wayman MR. ve

arkadaslarinmm retrospektif olarak degerlendirdikleri rejeksiyon oranlarindan farkli
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olmasmin ve FK506 kullananlarda daha yiiksek goriilmesinin sebeplerinden birisi, CsA
kullanan gruptaki hastalarin HLA uyumlarmin FK506 kullanan hastalarin HLA
uyumlarindan daha iyi olmasi olabilir (p=0.002). Diger sebep ise FK506 grubunda daha
fazla akut rejeksiyon goriilen tedavide Aza’nin kullamldigr goriilmiistiir. Bu da 2004
yilinda M.Lucan ve arkadaslarmin yaptiklari calisma ile uyumlu olarak, tedavi olarak
CsA+ Aza ile CsA+ MMF kullanan hastalar karsilastirilmis ve MMF kullanan grupta
anlamli olarak akut rejeksiyonun daha az goriildiigii saptanmustir (172).

Akut rejeksiyonlarm yaklasik %90°1 hiicre araciliginda, %5-10’u ise hiimoral
immiin yanitlar araciliginda gelismektedir. Yapilan ¢aligmalar, CD4+ T hiicrelerin akut
rejeksiyonun baslamasinda, CD8+ T hiicrelerin ise rejeksiyonun daha sonraki
evrelerinde 6nemli olduguna isaret etmektedir (62). Akut hiicre aracili rejeksiyon
basaril1 bir sekilde tedavi edildiginde, interstisyel inflamatuar infiltrat hizlica azalirken
0dem, tiibiiler inflamasyon ve hiicre hasar1 bir siire daha kalabilir (173). Antikor aracili
akut rejeksiyon, rejeksiyonun seyrek goriillen bir seklidir. Vericiye 6zgii antikorlarin
varliginin hiimoral rejeksiyonla iliskili oldugu bulunmustur. C4d boyamasinin 6neminin
anlasilmasi ile de rejeksiyon siirecinde antikorlarin rollerinin kavranmasinda 6nemli bir
adim atilmustir (75). Bu tez calismasinda rejeksiyon gecirmis 49 hastanin % 12.2°sinde
nakil oncesi anti-HLA antikorlarinin oldugu belirtilmistir. 49 hastadan akut rejeksiyon
gecirmis 33 hastanin 3 (% 9.9)’iiniin anti-HLA antikoru vardwr. Hiicre aracili akut
rejeksiyon gecirmis ve smif I antikora sahip 1 (% 3.3) hasta, antikor aracili akut
rejeksiyon gecirmis ve smif I antikora sahip 1 (% 3.3) hasta ve antikor aracili akut
rejeksiyon gecirmis ve smif I antikora sahip 1 (% 3.3) hasta vardir. Kronik rejeksiyon
gecirmis 16 hastadan 3 (% 18.8 )’linlin anti-HLA antikoru vardwr. 3 hastadan 1(%
6.3)’inin smif I ve 2 (% 12.5)’nin smif II antikoru mevcuttur. Yapilan bir caligmada
nakilden uzun siire once hastalar duyarl hale gelmis olsalar bile, DSA’ler ¢ok diisiik
diizeyde mevcut oldugundan nakil 6ncesi antikor testlerinin negatif ¢ikabilecegini fakat
nakil sonrasi bellek B hiicreleri vasitasiyla DSA’lerin sayisinin hizla arttigimi ve
hiimoral rejeksiyon belirtilerinin ortaya ¢iktigini gostermistir (78). Bu bilgilere paralel
olarak bu tez calismasina dahil edilen 43 (% 87.3) rejeksiyonlu hastanin 29 (%
58.8)’unda kan tansfiizyonlar1 ya da gebelik nedeniyle yabanci HLA antijenlerine maruz
kaldig1 halde anti-HLA antikorunun olmadigi ortaya konmustur.

1970’1i yillarda CsA’nin kesfi immiinsupresif tedavide altin ¢agi baslatmis olup

graft sagkalimda biiyiik iyilesmeler saglamis ve nakillerde basarili sonuglar alinmasina



121

yol acmistir. Daha sonra FK506’nm kullanima girmesi ve bu ilaglarm steroidlerle
birlikte alinmasi, bu ilaglarin dozlarmin azaltilmasina ve akut rejeksiyon oranlarinin da
azalmasina yol agmistir. MMF’in kesfi ile ti¢lii tedavi protokollerinde Aza’nin yerini
almustir. Indiiksiyon tedavileri ile graft rejeksiyon oranlari azalmustir. Randomize
kontrollii caligmalarda akut hiicresel rejeksiyonu yaklasik % 50 oraninda azaldigi
belirtilmistir (174). Ojo OA. ve arkadaslarinin 66.000 hastayla yaptig1 retrospektif bir
calismada 4 yillik graft sagkalimi Aza ve MMF ile tedavi edilen hastalar arasinda
karsilagtirilmistir. MMF alan hastalarda akut hiicresel rejeksiyondaki azalmadan
bagimsiz olarak, MMF kullanimi Aza’ya gore kronik allograft rejeksiyon oranmi
azalttig1 belirtilmistir (175). Numakura K. ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise hem
CsA’nm hem de FK506’nin graft ve hasta i¢in tehlikeli olan yan etkilerinin oldugu ve
doza bagli olarak kreatinin degerlerinde gecici bir yiikselme goriildiigii, sodyum
tutulumu artar ve yaygin olarak kronik interstisyel fibrozis goriilebilecegi agiklanmigtir.
Ozellikle CsA hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda nefrotoksik oldugu ve uzun dénem
kullanimi erken kronik allograft nefropatisinin bir etkeni olabilecegi belirtilmistir (176).
Ojo OA. ile Numakura K. ve arkadaslarinin ayr1 ayri ¢calismalar ile ile uyumlu olarak bu
tez c¢aligmasinda da CsA+Aza+steroid tedavisi alan hastalarda (% 43.7)
FK506+Aza+steroid alanlara (% 18.7) gore daha fazla kronik rejeksiyon oldugu
goriilmiistiir. Bu calismada FK506+MMF+steroid kullanan grupta (% 39.3)
CsA+MMF+steroid kullanan gruba (% 18.1) gore akut rejeksiyon oranlar1 daha yiiksek
bulunmugtur (p=0.04). Her iki kalsinorin inhibitoriiniin etki mekanizmalarinmn ayni
oldugu diisiiniildiigiinde, gruplar arasi farkin nedeninin CsA grubundaki hastalarin HLA
uyumlarmin daha iyi olmasmdan dolayr olabilecegi akla gelmektedir. Ayrica CsA
verilecek hastalara antiproliferatif ilaclardan MMF verilmesi ve HLA uyumunun daha
iyl oldugu vericilerden nakil yapilmasmin akut rejeksiyon sikligini belirgin olarak iyi
yonde etkiledigi saptanmuigtir.

Kan transfiizyonlari, gebelik ve red olmus graftlar nedeniyle yabanci HLA ile
karsilasmis her bireyde anti-HLA antikoru gelismez (177). Bunun sebebi karsilasilan
antijenlerin immiinojenitesi olabilecegi gibi hastada yabanc1i HLA antijenlerine kars1 antikor
olusturmaya yatkin olan immiin yanit genlerindeki farkliliklar da olabilir (178).Yapilan
bircok caligmada, nakil sonrasi iiretilen anti-HLA antikorlarinin da akut rejeksiyon,
rejeksiyon atak sayisi, kronik rejeksiyon ve graft sagkalimimda azalma ile iliskili oldugu

bulunmustur (179,180). Bu tez ¢alismasinda da bu veriler ile uyumlu olarak 33 akut
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rejeksiyonlu hastanin 20 (% 60.6)’sinde kan transfiizyonu, 6 hastada (% 18.2) gebelik
mevcuttur. 33 hastanin nakil Oncesi degerlendirmesinde 4 (% 9.1)’linde anti-HLA
antikoru belirlenmistir. 29 (% 87.9) hastada anti-HLA antikoru belirlenmemistir. 16
kronik rejeksiyonlu hastanin 4 (% 25.1)’tinde kan transfiizyonu, 1 hastada (% 6.3)
gebelik mevcuttur. 16 hastanm nakil oncesi degerlendirmesinde 3 (% 18.9)’linde anti-
HLA antikoru belirlenmistir.

Yapilan bu calismada rejeksiyon geciren hastalara uygulanan anti rejeksiyon

tedavisi protokolleri agisindan iki farkl grup arasinda bir fark belirlenmemistir.

Tiirk Nefroloji Dernegi 2008 yilinda 1065 bobrek nakli yapilmis hastalarin
169’unda (%15.9) ilk alt1 ayda akut rejeksiyon goriildiigiinii ve bunlarinda 54’i{iniin
(%5.1) biyopsi ile kanitlandig: bilgisini vermistir (9). Bu tez calismasinda 200 bobrek
nakli yapilmis hastalarin 49 (% 24.5)’unda ilk bir yilda akut rejeksiyon goriilmiistiir. 49
hastanin 36 (% 73.5)’smin biyopsi ile kanitlandig: bilgisine ulagilmigtir.

Yogun immiinsupresif tedaviye bagl olarak bazi ciddi yan etkilerin meydana
geldigi bilinmektedir. Enfeksiyonlar, nakil sonras1 dnemli komplikasyonlardan birisidir
ve Olim nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Abou-Jaoude MM. ve
arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada iki kalsinOrin inhibitoriiniin yan etkileri
karsilagtirilmistir. Enfeksiyon olusumu sikligi acisindan degerlendirildiginde, her iki
ilac tedavisi alanlarda ayn1 siklikta enfeksiyon gelistigi saptanmustir (CsA: %26, FK506:
%36) (170). Bu calismaya dahil edilen hastalarda da Abou-Jaoude MM. ve
arkadaslarinm yaptig1 caligma ile uyumlu olarak enfeksiyon siklig1 ag¢ismdan her iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (CsA: %20.0, FK506: %
22.0, p>0.05).

Kardiyovaskiiler hastalik i¢in en 6nemli risk faktorii olan hiperlipidemi, nakil
sonrast sik goriilen bir komplikasyondur. Hiperlipidemi komplikasyonu gelistirme
acisindan her iki ila¢ arasinda fark olmadigini Abou-Jaoude MM. ve arkadaslarmin
yapmis olduklar1 ¢calismada gosterilmistir (%40 ; %30 p: >0.05) (170). Fakat Hohage
H. ile Venkiteswaran K. nin yaptiklar1 ayr1 ¢caligmalarda ise hiperlipidemi sikligimi CsA
alan grupta anlamli olarak daha yiiksek bulmuslardir (p<0.05) (181,182). Bu tez
caligmasinda Hohage H. ile Venkiteswaran K ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmalar ile
uyumlu olarak hiperlipidemi gelisme sikligi acisindan CsA alan grupta daha yiiksek
goriilmiistiir (CsA: %35.0, FK506: % 18.0, p=0.029).
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Nakil sonrast Diabetes Mellitus gelisimi, FK506 alan hastalarda daha sik
rastlanilan bir komplikasyondur. Oberholzer J. ve arkadaslarinin yaptigi caligmada,
FK506 alan grupta % 18.0, CsA alan grupta ise % 8.3 oraninda Diabetes mellitus
gelismistir (p>0.05) (183). Bu tez calismasinda da Oberholzer J. ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢calisma ile uyumlu olarak FK506 alan grupta % 16.0, CsA alan grupta ise %
3.0 olarak goriilmiistiir (p=0.014). Altta yatan hastalig1 diabetes Mellitus olan ve CsA
kullananlar degerlendirmenin diginda tutulmustur.

Higgins R. ve arkadaslarmin caligmasinda kalsinOrin inhibitorii ilaglarin en
onemli yan etkisi nefrotoksisite oldugu ve doza bagl olarak bobrek kan akiminda ve
filtrasyon hizinda azalma ile reversibl renal vazokonstriksyona yol actigi belirtilmistir.
Bu yiizden doza bagh olarak kreatinin degerlerinde gecici bir yiikselme goriildiigii ve
vazokonstriiksiyon, hipertansiyon ve sodyum tutulumunu da arttirdigir belirtilmistir.
Uzun donem kalsinorin inhibitorii kullanimi sonrasi yaygin olarak kronik interstisyel
fibrozis goriilebilecegi ve nefrotoksisite CsA alan hastalarda daha sik gozlenen bir
komplikasyon oldugu soylrnmistir (184). Mekanizmasi tam olarak aydinlatilamasa da
intrarenal vazokonstriksiyon ve renal tubuler toksisite en ¢ok suclanan nedenlerdir. Bu
calismada Higgins R. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismadan farkli olarak hem CsA hem
de FK506’da nefrotoksisite orani arasinda farklilik gézlenmemistir (%8.0, %11,p>0.05).

Kalsin0rin inhibitorlerinin ciddi yan etkilerinden dolay1 ve terapotik araliklarinin
dar olmalar1 kullanilmalar1 agisindan zorluklar icermektedir. Graft sagkalimi ve iyi
hasta izlemi i¢in bu immiinsupresif ilaglarin yakin monitorizasyonu gerekmektedir.
Ilaclarin kan ve doku konsantrasyonu, etkililik ve toksisitesinin olusmasindaki
faktorler; farmakokinetik, farmakodinamik, farmakogenetik degisiklikler, ilacin hiicre
icine tasinma mekanizmalari, beslenme sekilleri, ila¢ etkilesimleri, kronik hastaliklarin
varlig1 ve genetik faktorler seklinde sayilabilir. Kan diizeyini etkileyen farmakogenetik
degiskenler ila¢ metabolize edici enzimler ve tasiyict proteinlerdir. Son yillardaki
gelismelerle ilaglart metabolize eden enzimlerin yalniz irklararas: degil toplumlararas1 da
farkliliklar icerdigi saptanmistir (185). Tiirk toplumu bir¢ok etnik kokenden olustugu ve
dolayisiyla saf bir irktan bahsedilmeyecegi icin, toplumumuzda 6zellikle farmakogenetik
alaninda populasyon ¢alismalar1 biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Bobrek naklinde kullanilan immiinsiipresifler ile bu ilaglari metabolize eden
enzimlerin iligkisine bakildiginda; CsA ve FK506 her iki ilac1 da CYP3AS, CYP3A4 ve

tasiyic1 protein olan p-gp’nun gastrointestinal sistemden metabolizasyonunu ve
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farmakokinetigini etkiledigi bildirilmektedir. Bu enzimler ve p-gp’deki SNP’ler insanlar
arasinda ve toplumlar arasinda farkliliklar gostermektedir (127).

Li-Yan Miao ve arkadaslarinin 2008 yilinda Cin toplumunda yaptig1 105 saglikli
ve 50 bobrek naklini kapsayan CYP3AS genotipleme calismasinda, CYP3AS*1/*1,
CYP3A5*1/*3 ve CYP3A5*3*3 genotip gruplarinin goriilme sikligimi saghiklh
bireylerde sirasiyla % 7.6, % 39.0 ve % 53.3, bobrek nakilli hastalarda ise % 12.0, %
34.0 ve % 54.0 olarak rapor etmislerdir (186). Yine ayni ¢alismada CYP3A5*3 alel
siklig1 saglikli bireylerde % 72.9, hastalarda ise % 71.0 olarak belirtilmistir (186).
Petrova DT. ve arkadaslarinin 2007 yilinda Bulgar toplumunda 160 saglikli birey ve
146 sporadik koleraktal kanserli hasta ile yapmus olduklar1 bir c¢aligmada,
CYP3A5*1/*1, CYP3A5*1/*3 ve CYP3A5*3*3 genotip gruplarinin goriilme sikligini
saglikli bireylerde sirasiyla % 1.2, % 11.3 ve % 87.5, sporadik koleraktal kanserli
hastalarda ise % 0.7, % 17.1 ve % 82.2 olarak rapor etmislerdir. CYP3AS5*1 alel
sikliginin  saghikli bireylerde % 6.9, CYP3A5*3 alelinin ise % 93.1 oldugunu
belirtmislerdir. Hastalarda ise sirasiyla % 9.2 ve % 90.8 olarak bildirmislerdir. Bu
popiilasyonda CYP3AS5*6 alelinin bulunmadigr saptanmistir (187). Lamba JK. ve
arkadaslarinm 2002 yilinda yaptig1 bir calismada CYP3AS mutant alelinin etnik gruplar
arasindaki farkhiliklar1 belirtmislerdir. CYP3AS5*1 alel sikhigt CYP3A5*3 alel
sikligindan daha nadir goriilmekle birlikte toplumlar arasinda oranmin degistigini
bildirmislerdir. CYP3A5%*1 alelinin Beyaz irk, Afrikan- Amerikalilar, Cinliler, Japonlar
ve Meksikalilar’da srasiyla % 15, % 45, % 27, % 15 ve % 25 oranlarinda oldugunu
belirtmislerdir. CYP3A5%6 alelinin ise ¢cok nadir bulundugu goriilmiistiir. Beyaz irkta %
0 ve Afrikan- Amerikalilarda ise % 13 oldugu belirtilmistir (188). Ron Schaik HN. ve
arkadaslarinmm 2002 yilinda 500 saglikli bireyle yaptiklar1 ¢alismada ise beyaz irk
Hollandalilarda CYP3A5*3 alelini % 91 oraninda, CYP3A5*6 mutant alelini ise % 0.1
oraninda bulmuslardir (189). Zhang J. ve arkadaslarinin Cin’li hasta grubunda 2010
yilinda 78 bobrek nakli olan ve takrolimus kullanan hastalar ile calisilmistir.
CYP3A5*1/*1, CYP3A5*1/*3 ve CYP3A5*3*3 genotip gruplarinin goriilme sikligini
% 47.4, % 2.6 ve % 50.0 olarak tespit ettiklerini belirtmislerdir (190). Makeeva O. ve
arkadaslarinm  2008’de global farmakogenetik olarak yayinladiklar1 bir caligmada,
CYP3A5%*3 alelinin sikliginin Beyaz rkta % 90’larda, asya toplulugunda ise %70’lerde
oldugunu belirtmislerdir. 5 farkli etnik grup ile Rus toplumunda kendi yaptiklari
degerlendirmede ise CYP3A5*3 alelinin etnik gruplar arasinda bile farkli oldugunu
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bulmuglardir (191). Ilaglarin metabolizmasindaki onemi bilinmesine ragmen Tiirk
toplumunda CYP3AS genotiplemesi ile ilgili yapilan saglikli ve hasta caligmalarinin
olmadigin1 gormekteyiz. Sadece Sayitoglu MA ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptigi
bir ¢alismada, 93 saglikli bireyde CYP3AS5 genine ait polimorfizmde CYP3AS5*1
alelinin oranmin % 92.5 ve CYP3A5*3 mutant alelinin oraninin % 7.5 oldugunu
gostermisler. Ayni caliymada CYP3A5*3 mutant alelinin karsilastirmasinda, Japonlarda
% 29, Afrikan-Amerikaliharda % 73 oldugunu belirtmislerdir (192).

Bu tez ¢aligmasinda CYP3AS genotip sikliginin saptanmasina ait boliimiinde,
150 saglikli bireyle yapilan degerlendirmede, CYP3AS5*1*1, CYP3AS5*1*3 ve
CYP3A5*3*3 genotip gruplarinin sikligini sirasiyla % 62.7, % 30.7 ve % 6.6 olarak
bulunmustur. CYP3AS5*1 alel siklig1 % 78 ve CYP3A5*3 alel siklig1 ise % 22 olarak
tespit edilmistir. Biitiin bu caliymalarin sonucu goz Oniinde tutuldugunda bu tez
calismasinda elde edilen CYP3AS5 polimorfizmlerinin goriilme sikliklarmimn, Tiirk
popiilasyonunda Sayitoglu ve arkadaslarinin (192) yaptiklar1 ¢calisma ile uyumlu olarak
CYP3A5*3 mutant alelinin diger Avrupa toplumlarindaki CYP3AS5*3 alel sikligindan
daha az oldugunu, Li-Yan Miao ve arkadaslarmin (186) Cin toplumunda yaptigi
calisgmay1 g6z Oniine alicak olursak CYP3AS5*3 alelinin Asya toplumunda Avrupa
toplumundan daha az goriildiigii ve Tiirk toplumundaki bu bulgularin arada bir yer
tuttugunu soyleyebilmekteyiz. CYP3A5*6 mutant aleli ise Afrikan-Amerikali toplum
bulgularinin aksine diger toplumlardaki bulgular ile uyumlu olarak bu c¢aligmada
bulunmamistir. Tiirk toplumunun bircok etnik kokenden olustugu ve dolayisiyla saf bir
irktan bahsedilmeyecegi i¢in, toplumumuzda Ozellikle farmakogenetik alaninda
populasyon calismalar1 biiyiik Onem kazanmaktadr ve CYP3A5*3 alel sikligi
konusunda saf verilerin elde edilmesi i¢in yapilacak calismalara ihtiya¢ vardir. Bu
calismada 200 bobrek nakilli hasta ile yapilan CYP3AS5 genotip sikliginin
saptanmasinda CYP3A5*1*1, CYP3A5*1*3 ve CYP3A5*3*3 genotip gruplarinin
sikligin1 sirasiyla % 51.0, % 39.5 ve % 9.5 olarak bulunmustur. Hasta grubunda
CYP3A5%*1 aleli % 70.8 ve CYP3AS5*3 aleli % 29.2 olarak tespit edilmistir. Bu bulgular
Li-Yan Miao ve arkadaslarmin bulgular1 saglikli ve hasta grubunun karsilastirmali
sonuglar1 ile birebir uymamaktadir. Bu calismadaki hasta grubunda CYP3A*3*3
genotip orani kontrollerden yiiksek c¢cikmistir (p=0.037). Petrova DT. ve arkadaslarinin

caligmasmin sonuglarina benzer bulunmustur. Bu calismadaki hasta grubunda mutant
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alelin yiiksek oranda c¢ikmasi akla hastalik etyolojisi veya diger cevresel faktorleri
diistindiirmektedir.

Zhao Y. ve arkadaslarmin 2005 yilinda yaptiklar1 bir cahismada 167 bobrek
nakilli hastadan 137°si CsA, 30’u FK506 kullanan grubu olusturdugu ve CYP3AS5
genotiplerinin sikliginin iki ilag grubu arasinda bir fark bulunmadigini belitmislerdir
(87). Bu calismada da Tiirk popiilasyonundan aliman 200 bobrek nakilli hastalarin
sonuclar1 degerlendirildiginde, Zhao Y. ve arkadaslarinin caligmasi ile uyumlu olarak
iki ila¢ grubu arasmmda CYP3AS genotiplerinin siklig1 acisindan bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

Immiinsupresif ilaglar1 metabolize eden CYP3A4 genotiplerine baktigimizda,
Lamba JK. ve arkadaslarimin yaptig1 calismada CYP3A4 mutant alelleinin sikliginin
toplumlarda nadir goriildiigiinii, CYP3A4*4 alelinin Beyaz wrkta % 0.47-4 arasi,
Cinlilerde % 1.5, CYP3A4*6 alelinin ise Cinlilerde % 0.98 oraninda goriildiigiinii
belirtmislerdir (188). Japonlar ve Meksikalilar’da swrasiyla % 15, % 45, % 27, % 15 ve
% 25 oranlarinda oldugunu belirtmislerdir. Sayitoglu MA ve arkadaslarmin Tiirk
toplumunda yaptig1 calismada, 93 saglikli bireyde CYP3A4 genine ait polimorfizmde
CYP3A4 geninin baska bir mutant alelini ¢calismiglar ve CYP3A4*1B oraninin % 1.4
oraninda oldugu belirtmislerdir. Bu tez calismasinda da Lamba JK. ve arkadaslarinin
caligmasma uyumlu olarak CYP3A4*4 alelinin sikligin1 beyaz irka benzer oranlarda %
6.3 ve CYP3A4%6 alel sikligim1 da % 0.7 oranlarinda bulunmustur. Yine bu ¢alismanin
CYP3A4 genotipleme sonuclarinmn Sayitoglu ve arkadaslarimin caligmas: ile uyumlu
olarak CYP3A4 geninin mutant alel sikliginm Tiirk toplumunda nadir goriildiigiinii
gostermektedir (192). Ashavaid T ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptig1 bir caligmada,
100 saghkli ve 100 bobrek nakilli hasta ile CYP3A4 genotiplemesi c¢alismislar.
CYP3A4*1 alel sikligimmi kontrol ve hastalarda benzer oranlarda bulmuslar. Yine ayni
caligmada hastalar1 siniflandirdiklar1 zaman 56 CsA kullanan, 44 FK506 kullanan hasta
gruplarinda da CYP3A4*1 alel sikilig1 arasinda bir fark bulunmadigini belirtmislerdir
(193). Bu tez calismasinda da Ashavaid T ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma ile
uyumlu olarak CYP3A4*1 alel siklik oranim1i CsA kullanan grupta % 93, FK506
kullanan grupta ise % 90 olarak bulunmustur.

Proton pompa inhibitorlerinden lansoprazolon bobrek nakilli hastalarda gastrik
tilser hastaligindan yakinanlarda sikca kullanilan bir ila¢ oldugu bilinmektedir.

Lansoprazolon metabolizmasinda en c¢cok CYP2CI19, ikinci siklikta ise CYP3A4
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enziminin rol oynadig1 ve bu enzimlerin genetik polimorfizm gosterdigi bilinmektedir.
CYP3A4 ve CYP3A5 gen iirnleri benzer Kkatalitik aktiviteye sahiptir. CYP3AS
ekspresyon seviyeleri SNP’ler ile kuvvetlice iliskilidir (145). Lansoprazolon ve
FK506’nin ilag etkilesiminden dolayr CYP2C19 polimorfizmine baktik.

Tirk toplumunda CYP2C19’un genotip sikhigini saptamaya yonelik ilk
calismalar 1994 yilinda Bas¢i ve arkadaslari tarafindan 106 saghkli bireyde, 1999
yilinda ise Aynacioglu ve arkadaslari tarafindan 404 bireyde yapilmis olup her iki
calismada da yavas metabolizmadan sorumlu olan CYP2C19%*2/*2 mutasyonunun
siklig1 yaklasik % 1 bulunmustur (194,195). CYP2C19 alel frekansini inceledigimizde,
Aynacioglu ve arkadaslarmin yaptigi calismada CYP2C19*1,*2 alel sikliklarinin
sirastyla Tirklerde % 87,5, % 12,1, Hollandalilarda % 86,4, % 13,3 olarak rapor
etmislerdir (195). Avrupa toplumlarinda yapilan caligmalara baktigimizda da, 328
saglikli goniilli Alman’da yapilan bir ¢calismada CYP2C19%*2/*2 sikligmin % 4,27, 360
saglikli goniillii Italyan’da yapilan calismada ise s6z konusu mutasyonun sikligmin %
1,7 olarak bulundugu bildirilmistir (196). Bir baska ¢alismanin sonucunda da CYP2C19
enzimi bakimindan beyazlarin % 2-3’iiniin, siyahlarin % 4’iiniin, Giineydogu
Asyalilar’in ise % 10-25 kadarinin zayif metabolize edici bireylerden olustugu rapor
edilmistir (197). Bu tez ¢alismasindaki CYP2C19 polimorfizmi ile ilgili bulgular, Tiirk
toplumunda basci ve arkadasalari, Aynacioglu ve arkadasalarinin yaptiklar1 ¢aligsmalar
ile uyumlu olarak bulunmustur. Bu calismada 150 kontrolde CYP2C19*1/*1,
CYP2C19*1/*2 ve CYP2C19*2/*2 genotip gruplarinin sikligini sirasiyla % 86.7, %
120 ve % 1.3 olarak bulduk. 200 hastalik grubu ig¢inde CYP2C19*1/*1,
CYP2C19*1/*2 ve CYP2C19%*2/*2 genotip gruplarinin sikligini swrasiyla % 80.0, % 18
ve % 2.0 olarak bulduk. Bu tez ¢alismasi, Tiirk toplumunda bobrek nakilli hastalarda *2
alelinin ¢alisildig ilk caliyma olmasi ile onemlidir. Miura M. ve arkadaslarinm 2006
yilinda yaptig1 ¢calismada bobrek nakilli hastalarinda CYP2C19%2 alelinin sikligimi %
6.8 olarak bulmuslar (145). Katsakiori PF. ve arkadaslarinin ¢alismasinda da Yunan
popiilasyonunda bobrek nakilli hastalarda CYP2C19%*2 alelinin sikligin1 % 13.1 olarak
bulundugu belirtilmistir (198). Calismamizda CYP2C19*2 mutant alel sikligi1 Tiirk
toplumunda yapilmis diger ¢alismalarin sonuglari ile benzer oldugu ve bazi Avrupa
toplumlarinda yapilmis olan calismalarin sonuglar1 ile birebir aym1 olmasa da uyumlu

oldugu goriilmiistiir.
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MDR-1 geninin {iriinii olan p-gp’nin ekspresyonu CsA ve FK506’nin emilimini,
metabolizasyonunu ve bireyler arasi gozlenebilen degiskenligi nasil etkiledigi konusunda
tam bir goriisiin olmadigim1 Akbas HS. ve arkadaslar1 bildirmislerdir (199). En sik goriilen
sessiz mutasyon MDR-1 C3435T ve MDR-1 G2677T (Ala893Ser ) gen polimorfizmlerinin
immiinsupresif ilaclarin farmakokinetigini etkileyebilecegi vurgulanmistir (69). Bebek N.
ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 bir calismada, 174 saglikli bireyde MDR-1 C3435T
polimorfizmine bakmislar. Genotip dagilimlarim1 % 28.2 CC, % 46.0 CT ve % 25.8 TT
olarak bulmuslar. Alel dagiliminin % 51’inin C ve % 49’unun T alelinin olusturdugunu
belirtmislerdir (200). Fromn ve arkadaglarinin 2002 yilinda yaptigi bir ¢alismada sessiz
C3435T polimorfizminin, beyaz iwrkta barsak p-gp seviyeleri ile baglantili olarak
bulundugunu belirtmislerdir. CC genotipine sahip bireylerde, TT genotipine (p=0.056)
sahip olanlarin ince barsaklarinda olandan yaklasik olarak iki kat p-gp ekspresyonuna sahip
olduklarini belirtmiglerdir (201). Kaya ve arkadaslarinin yaptigi caligmada, C3435T
polimorfizmi i¢in 62 bireyin % 14’ii homozigot oldugunu gostermislerdir. CC genotipi
icin % 52 ‘si heterezigot ve TT genotipi i¢in % 34 ‘U homozigot olarak belirlenmistir.
Tiirk toplumunda , C aleli % 40 ve T alelinin % 60 oldugunu belirtmislerdir. G2677T
polimorfizmin ise Tiirk populasyonunda GG genotipi i¢in % 77 homozigot T genotipi
icin % 8 heterezigot ve TT genotipi i¢in % 15 homozigot bulunmustur (202). incelenen
Tiirk populasyonunda C alel insidanst %40, T alel insidanst % 60 oldugunu
vurgulamislardir.  Simdiye kadar incelenmis diger populasyonlara kiyasla farkh
populasyonlar arasinda genotip ve alel frekanslar1 bakimindan belirgin farklar
oldugunu, Tiirk populasyonunda C alel siklig1 Afrika populasyonlarina kiyasla ¢ok
diisiik oldugu (Kenya % 83, Afrikan Amerikan % 84, Sudan % 73, Gana % 83); fakat
diger Beyaz 1k / Asya populasyonlar1 ile benzer oldugunu gostermislerdir ( Ingiliz
beyaz itk % 48, Portekizliler % 43, Giineybat1 Asyalilar % 34, Cinliler % 53, Filipinliler
% 59, Suudi Arabistanlilar % 55, Japonlar % 51, Almanlar % 46-52) (202). Kaya ve
arkadaslarinin caligmasinda incelenen Tiirk populasyonunda, G alel frekansimin diger
incelenen populasyonlardan ( Almanlar ve Japonlar) cok daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir (202). Bu tez c¢alismasinda da saglikli populasyonda C3435T
polimorfizmine ait genotip bulgular1 Bebek N. ve arkadaslarmin bulgular: ile uyumlu
bulunmustur. Bu ¢alismada C3435T genotip dagilimi CC i¢in % 36.7, CT icin % 43.3
ve TT icin % 20.0 olarak bulunmustur. Alel siklig1 ise C aleli i¢in % 58.3 ve T aleli icin
9% 41.7 olarak belirlenmistir. Bu bulgular C aleli bakimindan Beyaz irk ve asya
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toplumundaki bulgular ile de uyumludur. G2677T genotip dagilimi GG i¢in % 41.3,
GT icin % 32.0 ve TT icin % 26.7 olarak bulunmustur. Alel siklig1 ise G aleli i¢in %
57.3 ve T aleli i¢cin % 42.7 olarak belirlenmistir. Bu tez caligmasinda da Kaya ve
arkadaslarinm bulgular1 ile uyumlu olarak G2677T polimorfizminde G alel oran1 daha
yiiksek bulunmustur.

Miao LY. ve arkadaglarimin MDR-1 C3435T ve MDR-1 G2677T gen
polimorfizmlerinin  immiinsupresif ilaglarin  farmakokinetigini  etkileyebilecegini
belitmiglerdir (169) . Miao LY. ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 105
saglikli birey ve 50 bobrek nakilli hastada C3435T polimorfizmine bakmislar ve saglikli
bireyler ve nakilli hastalar arasinda genotip ve alel agisindan bir fark bulmamislardir. Bu tez
caligmasinda da Miao LY. ve arkadaslarinin ¢aligmasi ile uyumlu olarak saglikli bireyler ve
bobrek nakilli hastalarin C3435T polimorfizminde genotip ve alel siklig1 agisindan bir fark
bulunmamistir (p>0.05).

Glinlimiizde genetik polimorfizmlerin farmokokinetik {izerine etkisini arastiran
caligsmalar ¢cogalmaktadir. Bu polimorfizmlerin ila¢ yanitini biiyiik olciide etkiledigi ve
klinikte hastalara uygulanan ilaglarin doz ayarlanmasimda yardimci olabilecegi goriisler
onem kazanmaktadir (199). Zhao Y. ve arkadaslarmin calismasinda, 137 CsA kullanan
ve 30 FK506 kullanan bobrek nakilli hastalarda CYP3AS polimorfizmlerinin 3, 6 ve
12.aydaki doz gereksinimlerinin ve konsantrasyon/doz oranlarinin iizerindeki etkilerini
arastirmislardir. CsA  kullanan hastalarda CYP3AS5*1 aleline sahip hastalar ile
CYP3A5*3 aleline sahip hastalar arasinda CsA konsantrasyon/doz oranlarinda bir
farklilik saptamamiglardir (53.97-61.12) (p>0.05). Buna karsilik FK506 kullanan
hastalarda CYP3AS5*1 aleline sahip hastalar ile CYP3A5*3 aleline sahip hastalar
arasinda FK506 konsantrasyon/doz oranlarinda farklilik saptamislardir (77.53-153.63)
(p<0.05). CYP3A5*1 aleline sahip hastalara CYP3AS5%*3 aleline sahip hastalardan daha
yikksek FK506 doz verildigi (0.059-0.034) saptanmistir (87). Baska bir calisma olan
Ashavaid T. ve arkadaslarinin ¢alismasinda da, 56 CsA kullanan ve 44 FK506 kullanan
bobrek nakilli hastalarda CYP3AS polimorfizmlerinin 6.giindeki doz gereksinimlerinin
ve konsantrasyon/doz oranlarinin iizerindeki etkilerine bakmiglar ve CsA kullanan
hastalarda CYP3A5*1 aleline sahip hastalar ile CYP3A5%*3 aleline sahip hastalar
arasinda CsA konsantrasyon/doz oranlarinda bir farklhilik saptamamislardir (p=0.357).
FKS506 kullanan hastalarda ise CYP3AS5*1 aleline sahip hastalarin konsantrasyon/doz

oranlarinn CYP3A5*3 aleline sahip hastalarin konsantrasyon/doz oranlarindan daha
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diisik bulmuslardir (p=0.011) (193). Ashavaid T. ve arkadaslarmin calismasinda
CYP3A4 polimorfizmi ve doz gereksinimlerinin ve konsantrasyon/doz oranlarinin
tizerindeki etkilerine de bakmiglar ve CYP3A4 polimorfizmi ve kalsindrin
inhibitorlerinin konsantrasyon/doz oranlar1 arasinda bir fark bulmamuslardir (193).
Singh R. ve arkadaslarmin caligmasinda 224 CsA kullanan ve 73 FK506 kullanan
bobrek nakilli hastalarda 1. ve 3. ayalarda CYP3AS5, CYP3A4 polimorfizmlerinin
kalsinorin inhibitorlerinin farmakokinetigi tizerine etkilerine bakmigslar. CsA kullanan
hastalarda CYP3AS5*1 aleline sahip hastalarda hem CsA hem de FKS506
konsantrasyon/doz oranlarmi CYP3A5*3 aleline sahip hastalarin konsantrasyon/doz
oranlarindan daha diisiik bulmuslardir [(CsA 1. ay p=0.037, 3. ay p<0.001) (FK506 1.
ay p<0.001, 3.ay p<0.001)). Buna karsiik CYP3A4 polimorfizmi ve kalsindrin
inhibitorlerinin farmakokinetigi tizerinde bir etki gdzlenmemistir (p>0.05) (203). Bu tez
caligmasmda da 100 CsA kullanan ve 100 FK506 kullanan bobrek nakilli hastalarin
CYP3AS, CYP3A4 polimorfizmleri bu ilaglarm kan diizeyi/doz oranlarmin etkileri
karsilagtirilmistir. Zhao Y. ve arkadaslarinin yaptigi calismaya paralel olarak bu
calismada da CsA kullanan hasta grubunda CYP3AS genotipleri arasinda kan
diizeyi/doz oranlarinda ve hastalara verilen CsA dozlar1 acisindan bir fark
bulunmamaistir (p>0.05). Ayn1 zamanda bu tez calismasindaki bu sonu¢ Ashavaid T. ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢caligmadaki elde ettikleri sonuclar ile de uyumlu bulunurken,
Singh R. ve arkadaslarmin yaptiklar1 caliymadaki CYP3AS genotipleri ile CsA
konsantrasyon/doz oranlar1 arasindaki sonug ile farkli bulunmustur. Bu bulgular goz
Oniine alindiginda, CYP3AS genotipleri ve kan diizeyi/doz arasindaki iligkiyi arastiran
caligsmalarin birbirinden farkli ¢ikmasmin sebebi toplumlar arasi genetik farkhilklarve
bireylerin ial¢lara verdigi yanitin degiskenliginden kaynaklanabilecigini diisiinmekteyiz.

Bu tez ¢aligmasinda FK506 kullanan hasta grubunda Zhao Y. ve arkadaslarinin
yaptig1t calismaya paralel olarak CYP3AS genotipleri arasinda kan diizeyi/doz
oranlarinda ve hastalara verilen FK506 dozlar1 agisindan fark bulunmustur. Nakil
sonrasi 3.giin, 1.ay, 3.ay ve 6. aylarda CYP3AS5*1 aleline sahip hastalarda FK506 kan
diizeyi/doz oranlarinin CYP3AS5*3 aleline sahip hastalarm kan diizeyi/doz oranlarmndan
daha diisiik bulunmustur [CYP3AS5*1 aleli i¢in 3. giin:101.57, 1.ay:100.23, 3.ay:82.54,
6.2y:95.33-CYP3AS5*3 aleli icin 3. giin:160.45, 1.ay:153.75, 3.ay:164.74, 6.ay:134.83
(p=0.003, p=0.035, p=0.0001, p= 0.04)]. CYP3A5*3 aleline sahip hastalar CYP3A5*1
aleline sahip hastalardan daha diisik FK506 dozlarina gereksinim duyduklari
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saptanmistir. Bu tez calismasindaki bu verilerin Tiirk toplumunda bobrek nakilli
hastalara ait CYP3AS polimorfizmi ve kalsinorin inhibitorlerinin farmakokinetigine ait
ilk bilgiler olmakla 6nem kazandigini diistinmekteyiz.

Bu tez calismasinda CYP3A4 polimorfizmi ve CsA doz gereksinimlerinin ve
kan diizeyi/doz oranlarinin {iizerindeki etkisine bakildiginda, Ashavaid T. ve
arkadaslarinin yaptig1 caligma ile uyumlu olarak anlamli bir iliski bulunmamistir
(p>0.05). Yine bu tez caliyjmasinda CYP3A4 polimorfizmi ve FK506 doz
gereksinimlerinin ve kan diizeyi/doz oranlarimin tizerindeki etkisine bakildiginda, Singh
R. ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile uyumlu olarak, nakil sonrasi 3.ay, 6.ay,
12.aylarda CYP3AS5*1 aleline sahip hastalarda FK506 kan diizeyi/doz oranlarinin
CYP3A5*3 aleline sahip hastalarin kan diizeyi/doz oranlarindan daha diisiik
bulunmustur (p=0.04, p=0.002, p=0.0001).

Miura M. ve arkadaslarmin yaptigi caliyjmada, PPI ilaclarindan
Lansoprazolon’nun kullannommin plazma FKS506 konsantrasyonunu etkileyebilecegi
bildirilmistir (145). Ozellikle zayif metabolize edici genotip olan CYP2C19%2%2’ya
sahip hastalarda CYP3A4 ile ayni katalitik aktiviteye sahip olan CYP3AS enzimi
onemli oldugunu belirtmislerdir. CYP3AS polimorfizmlerinin FK506 ve lansoprazolon
arasinda 1ilag etkilesimlerini etkileyebilecegini vurgulamiglardir. Yapmis olduklar:
calismada lansoprazolon kullanan hasta grubunda CYP2C19%*2*2 ve CYP3A5%3*3
genotiplerini bir arada tasiyan hastalarin CYP2C19*1%*2 ile CYP3A5*3*3 genotiplerini
tastyan hastalardan daha az FK506 doz gereksinimi oldugunu saptamuslardir (145).
Ayrica PPI’lerinden olan diger bir ilag Rabeprazolon ile boyle bir etki saptamamislardir
(145). Bu calismada ise Miura M. ve arkadaslarinin calismasina benzer olarak,
lansoprazolon kullanan grupta CYP2C19*1*1/CYP3A5*1*3 genotipli hastalarin FK506
kan diizeyleri CYP2C19*1*1/ CYP3A5*1*1 ve CYP2C19*1*1/CYP3A5*3*3 genotipli
hastalarin FK506 kan diizeylerinden daha yiiksek saptanmistir (p=0.0001). Miura M. ve
arkadaslarinmm calismasmndan farkli genotip gruplar1 arasinda bulunmasinin sebebi
olarak bu Tiirk toplumunda ve bu calismada CYP2C19*2*2 ve CYP3AS5%*3*3
genotiplerinin sikligmin az olmasi ile ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu tabloya
karsin bu gruplarda FK506 kan diizeyinin yiiksek olmasi ileri diizeyde arastirmalari
gerektirmektedir.

CYP3A enzimlerinin polimorfimlerinin ila¢ farmakokinetiginde etkileri oldugu

kadar MDR-1 genlerindeki polimorfizmlerde dnemlidir. Eichelbaum ve arkadaslar1 CsA
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ve FK506 kullanilan bobrek nakilli hastalarda MDR 1 poliformizminin doz ihtiyaci kan
konsantrasyonlar ile iliskili oldugunu gostermislerdir (204). Von Ahsen ve arkadaslari
MDR-1 C3435T polimorfizminin CsA iizerine etkisini 124 bobrek nakilli hastanin
konsantrasyonlar1 ve genotipleri arasindaki iligkiyi arastirmiglardir ve MDR-1 geninin
3435 pozisyonunda CC, CT ve TT genotiplerinde hi¢bir CsA farki bulamamislardir
(205). FK506 tiim organ nakillerinde genis bir sekilde kullanilmaktadir. CsA’ya benzer
olarak terapatik indeksi vardir. Terapatik ila¢ konsantrasyonlar: i¢in doz ihtiyact soz
konusudur. Montenegro Soria MAL. ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada, FK506 kullanan 35 bobrek nakilli hastanin MDR-1 C3435T ve G2677T
polimorfizmleri ile FK506 farmakokinetigi arasindaki iliskiyi incelemigler. CC
homozigot normal genotipe sahip hastalarin CT ve TT genotipe sahip hastalardan daha
fazla FK506 dozuna gereksinim duyduklarmi gostermislerdir (206). Ayni caligmada
G2677T polimorfizmi ile FK506 farmakokinetigi arasinda bir iligki saptamamislardir
(206). Akbas SH ve arkadaslarinin calismasinda Tiirk toplumunda MDRI1 gen
polimorfizminin FK506 farmakokinetigi ile etkilerini arastirmislar ve nakil sonrasi 1.ay
6.ay ve 12.aylarda 3435 TT genotipindeki hastalar diger CC ve CT genotipindeki
hastalara gore diisik FK506 dozlarina gereksinim gosterdiklerini, ve bu hastalarin
FK506 kan diizeyi/doz oranlar1 CC veCT genotipe sahip hastalarin kan diizeyi/doz
oranlarindan anlamh derecede yiikseklik gosterdigini saptamiglardir (p<0.05) (199). Bu
tez calismasinda da Von Ahsen ve arkadaslarinin ¢aligmasi ile uyumlu olarak MDR-1
C3435T polimorfizminin CsA lizerine etkisini 100 bobrek nakilli hastanin
konsantrasyonlar1 ve genotipleri arasindaki iligkiyi arastirilmis MDR-1 geninin 3435
pozisyonunda CC, CT ve TT genotipleri arasinda CsA kan diizeyi/doz oranlarinda bir
fark bulunmamustir (p>0.05).

FK506 farmakokinetigi ve 3435 polimorfizmine ait genotipler arasinda Akbas SH ve
arkadaslarinin caligmasi ile uyumlu olarak 3.giinde, 15.giinde CC genotipli hastalarin
FK506 kan diizeyi/doz oranlari CT ve TT genotipli hastalarin kan diizeyi/doz
oranlarinda daha diisiik bulunmustur (p=0.002). Wang Y. ve arkadaslarinin 2009 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada 112 bobrek nakilli hastada MDRI1 polimorfizminin nakil
sonrasi erken donemde CsA farmakokinetigi ile iligkisine bakmiglar ve 2677 TT
genotipini tasiyan hastalarn GG ve GT genotipini tasiyan hastalardan daha diisiik
dozlara ihtiya¢ oldugunu saptamislardir (p<0.05) (207). Bu tez ¢alismasinda da Wang

Y. ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligma ile bire bir uyumlu olmasada nakil sonrasi gec
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donemde 2677 pozisyonundaki polimorfizmin CsA {izerine etkisine bakildiginda TT
genotipli hastalarn CsA kan diizeyi/doz oran1 GT, GG genotipli hastalardan daha
yiiksek ve TT genotipli hastalar verilen dozlar ise daha diisiikk bulunmustur (p=0.004).

Zhang J. ve arkadaslarinin ¢alismasinda 6zellikle FK506’nin metabolizmasinda
etkili olan CYP3A5*3 ve CYP3AS5*1 non-ekspressor veya ekspressor alellere sahip
olan hastalarda benzer dozlar verildiginde doz asimindan allograft toksisite ya da az doz
da rejeksiyon ile sonuglanabilecegini agiklamislardir (190). Singh R. ve arkadaslarinin
calismasinda CYP3A5*1 alelini tasiyan hastalarda diisik doz ayarli CsA/FK506
konsantrasyonlar1 ve yiiksek allograft rejeksiyon ataklari ile iligkili oldugu bildirilmistir.
CYP3A*] alelini tasiyan hastalarda diisilk doz ayarli CsA/FK506 konsantrasyonlarda
daha yiiksek ila¢ dozuna ihtiya¢ oldugu gosterilmistir (203). Yapilan ¢aligmalarda
kronik rejeksiyon siklig1 ile hastalarin farmakokinetik parametreleri arasinda bir
iligkinin oldugu ve bu da 6zellikle CsA kullanan hastalarda kan diizeylerinin % 20’den
fazla degiskenlik gostermesi ile aciklanmistir (87,208). Bu tez calismasinda da Singh R.
ve arkadaslarmin bulgular1 ile uyumlu olarak CsA kullanan grup icinde genotip ve akut
rejeksiyona bakildiginda, CYP3A5*1*1 genotipine sahip hastalarin akut rejeksiyon
oram1 (% 7.0) CYP3A5*3*3 genotipine sahip hastalarin akut rejeksiyon gecirme
oranindan (% 1.0) daha fazla bulunmus olup istatistiksel agcidan bu fark anlaml
citkmistir (p=0.002). Bu caligmada kronik rejeksiyon ve CYP3AS genotiplerini
karsilastirdigimizda Zhao Y. ve arkadaslarinin bulgular1 ile uyumlu olarak CsA
kullanan hastalardan kronik rejeksiyon gec¢irmis 13 hastanin 8 (% 8.0)’i CYP3AS5*1*1,
3 hasta (% 3.0) CYP3AS5*1*3 ve 3 hasta (% 3.0) CYP3A5*3*3 genotipine sahip oldugu
belirlenmistir.

CYP3AS aracili etkilerde bireyler arasi farkliliklar; genetik faktorler, yas,
hastalik, ila¢ tedavileri ve etkilesimleri, beslenme gibi epigenetik faktorler tarafindan
meydana gelmektedir (209). Omari AA. ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig1 bir
calismada CYP3AS enzimlerinin genetik cesitliliginde CYP3A*1 alelinin sikliginin
bazi toplumlarda fazla goriilmesinin sebebi olarak hastalik etyolojisi ile bagmtili
oldugunu vurgulamislardir. Ozellikle CYP3A5%1 aleli tuza bagimli hipertansiyon
hastalarinda yiiksek oranda goriildiigiinii belirtmislerdir. Afrkan-Amerikali toplumda
tuza bagimli hipertansiyon siklig1 ¢ok fazla olup CYP3A5*1 alelide bu toplumlarda
fazla bulunmaktadir (210). Bu c¢alismada, primer nefroskleroz, amiloidoz, kronik

glomerulonefrit, tubulointersisyel nefrit, diyabetik nefropati ve sebebi bilinmeyen
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primer tanili ve SDBY’ne girmis, bobrek nakli olmus hastalarm CYP3AS’in farkli
genotipleri ile arasmdaki ilisikiye bakildiginda kronik glomerulonefritte CYP3AS*1*1
genotip oraninin daha fazla oldugu ama aradaki farkin anlamli olmadig1 bulunmustur
(p>0.05). Hastalik etyolojisi ile yapilan ¢aligmalarda her hastalik grubundan fazla
miktarda say1 ile calisilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Allograft fonksiyonun degerlendirilmesinde serum kreatinin seviyelerinin
onemli oldugu bilinmektedir. Ferraris JR. ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmada nakil
sonrasi erken donem ve sonrasinda diizenli araliklarla serum kreatinin seviyeleri takip
edilmis, kreatinin seviyeleri ile CYP3AS genotiplerinin arasindaki iligkiye bakildiginda
bir fark gézlenmemistir (211). Akbas SH. ve arkadaslarinin yaptig1 calismada da 1.ay,
6.ay ve 12.ay da MDR-1 C3435T genotiplerinde serum kreatinin diizeylerine bakmiglar
ve bir fark bulmamislardir (199). Bu calismada da Ferraris JR. ve arkadaslarinin
yaptiklar1 caliymaya benzer bir sonu¢ ile CYP3AS5 genotipleri ve serum kreatinin
seviyeleri arasinda bir fark bulunmamstir (p>0.05). Akbas SH ve arkadaglarinin
yaptiklar1 ¢caligma ile uyumlu olarak bu calismada da C3435T ve G2677T pozisyondaki
gen polimorfizmleri ile serum kreatinin seviyeleri arasinda bir fark bulunmamustir.

Sonug olarak, bu tez ¢caligmasinda saglikli bireylerde ve bobrek nakilli hastalarda
bir¢ok ilacin metabolizmasinda rol alan CYP3A enzimleri ve tasinmasinda énemli olan
MDR-1 gen polimorfizmleri degerlendirilmistir. Ozellikle CYP3A enzimlerinin
polimorfizminin tanimlanmasi, bobrek hastalarinin kullandiklar1 kalsindrin inhibitorleri
ile farmakokinetiginin, klinik sonuglar ile arasinda korelasyonunun gosterilmesi
acisindan Tiirk toplumunda yapilan ilk ¢aligmadir. Basta ilag metabolize eden enzimler
olmak iizere tasiyici proteinlerin de polimorfizmlerinin aydinlatilmasi, bir bireyin
ilaclara baglh yan etkilere yakalanma riskini en aza indirecek, kisiye 6zel tedaviler yer
alacaktir. Bu caligma ile hastalarin hangi tedaviye yanit verecegi, hangi ila¢c yan
etkisinin ortaya ¢ikma ihtimalinin giiclii olacagi konusunda klinisyenlere 151k tutmasi,

rasyonel ila¢ kullaniminin gerceklesmesine temel olusturmasi beklenmektedir.
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The effects of 1.3-1.6 beta-glukan (Imuneks) in vitro proliferation of lymphocytes in
treatment of recurrent aphthous stomatitis. 7. Biennial Congress of the European
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15. Ciftci H, Ayna T, Ciftci C, Tozkir H, Diler AS, Giirtekin M, Carin M.
Comparison of Cyclosporin A measurement with enzyme multiple immunoassay
technique using

Cobas Mira and Viva. Tissue Antigens Immune Response Genetics, Vo, 67 (6). June

2006.
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Lymphocyte responsivenessa to phytohaemagglutinin in Behcet’s disease. Tissue
Antigens Immune Response Genetics Vo, 67 (6). June 2006.

18. Giirtekin M, Diler AS, Senturk Ciftci H, Ayna T, Ciftci C, Carin M. Low
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36. Ayna TK, Ciftci HS, Aydogan G, Sen HS, Akici F, Tucu D, Akcay A, Salciuglu
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161

3. Kaya AS., Kilicaslan AT., Sentiirk H., Agirbash H., Giirtekin M., Yalman N.,
Anak S., Carin M.: The comparison of CSA whole blood levels using TDx-M,
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ve Mikropartikiilenzim diizeyi (MEIA) yontemleri ile saptanan tam kan sirolimus
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14. Hayriye Sentiirk CIFTCI, Tiilay Kilicaslan-AYNA, Yasar CALISKAN, itler
GUNEY, Mehmet GURTEKIN.: Farmakogenetik ve Kalsindrin Inhibitorleri.
Turkiye Klinikleri J Nephrol, 2011;6(2):62-8.

. Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan bildiriler
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Oguz, Mahmut Carin: kemik iligi Nakli Yapilacak Hastalarda 1 veya 2 HLA
Uyumsuzlugunun Mikst lenfosit Kiiltiirde (MLC) Degerlendirilmesi. 5. Ulusal Tibbi
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Doz Takiplerinin Dgerlendirilmesi. 1. Transplantasyon Kongresi, 11-15 Kasim
1998.

6. G. Sonmez, H. Sentiirk, S. Kaya, M. Carin: Mycophenolate Mofetil Kullanan
Hastalarin Kan Diizeylerinin Olgiilmesi. 1. Transplantasyon Kongresi, 11-15 Kasim

1998.
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Olgiimlerinin Demografik degerlendirilmesi. 1. Transplantasyon Kongresi, 11-15
Kasim 1998.
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9. Kaya S., Ayna T., Sentiirk H., Agirbash H., Giirtekin M., Yalman N., Anak S.,
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